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El origende la vitaminaD datade hace0,5 billonesde añoscuandoseprodujo
un hábitat concreto en el fitoplacton oceánico, expuestoa determinadascondicionesde
radiaciónsolar(1). Con la evoluciónde los vertebradosterrestres,adquiriógran importancia
en relacióncon el desarrolloy mantenimientode la osificación del esqueleto.
Durantelas últimasdécadas,diferentesinvestigacionespusieronde manifiesto
que la vitaminaD es una hormonay no unavitamina (2). Si la exposicióna la luz solares
adecuadano se necesitansuplementosdietéticos.El principio activo de la vitamina D se
sintetizabajo control metabólicoa travésde hidroxilacionessucesivasen el hígadoy en el
riñón, y estransportadoa travésde la sangrehastalos tejidos efectores(intestinodelgadoy
hueso,fundamentalmente)paramantenerla homeostasisdelcalcio. Los ionescalcioy fosfato,
la hormona paratiroidea y probablementeotras hormonas peptídicas y esteroideas,
desempeñanun papeldecisivodirecto o indirecto en la regulacióndel metabolismorenalde
la vitamina D (Figura 1).
Al hablarde vitamina D no podemosreferimosa un únicocompuesto,sinoa
una familia de ellos que presentanactividad vitamínica, siendo los más importantesla
vitamina D2 o ergocalciferoly la vitamina Ji3 o colecalciferol.De modo generalse usa el
términode vitaminaD, que seaplicaa ambasformas,yaquesepiensaqueen el hombresu
metabolismoy funcionesson similares.
El analisis de los defectos hereditarios o adquiridos en los procesos




















metabolismoóseo, del calcio y del fósforo (3). Estosdescubrimientoshan impulsadociertos
avancescomo: la síntesisquímicade metabolitosy análogosactivosde la vitamina D, el uso
clínico de 1 ,25(OH)2D3en muchosestadosde resistenciaa la vitamina D, y el desarrollode
análisisparadeterminarla concentraciónséricade los metabolitosde la vitamina 1).
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2 - — Asen~cmos nr sronrcos
Hay evidenciade que la mayoría de los animalesterrestresy plantasson
capacesde producirvitamina D durantesu exposicióna la luz solar(4). Desdeel puntode
vistahumano,algunoshistoriadoresrelatanla existenciade raquitismodesdeel siglo II a. de
C., aunque la enfermedadno fue consideradacomo tal, hasta que las poblaciones se
congregaronen el nortede Europajustamenteantesde su industrialización.En la mitaddel
siglo XVII Whisler,Glissony DeBootde forma independiente,reconocieronquemuchosde
los niños que vivían en zonaspoco soleadasde ciudadesindustrializadas,desarrollabanuna
enfermedadseveraqueafectabaa los huesosproduciendodeformidadesdel esqueleto.La
incidenciade estapatologíaaumentóde forma significativadurantela industrialización,sobre
todo en el norte de Europay América, hastatal punto,quediferentesestudiosrealizadosen
autopsiasen el sigloXIX en Leiden, sugeríanqueel 80-90% delos niñoscriadosen ciudades
multitudinariaspresentabanla enfermedad(5). Ya en 1822 Sniadeckiverificó la importancia
de la exposiciónal sol para la prevencióny curacióndel raquitismo(6), basándosen el
hechode que los niños que vivían en el interior de Varsoviapresentabanunaalta incidencia
de enfermedadósea,en comparacióncon los que vivían en zonasmralesalas afuerasde la
ciudad.Sin embargo,sedió pocaimportanciaal ambientecomocausade enfermedadhasta
1890, cuandoPalmpublicó un estudioepidemiológicode todo el Imperio Británico y de
Oriente,en el querevelabaqueel raquitismoera excepcionalen niñosquevivían en ciudades
pobresde China, Japóne India dondela alimentacióneraescasa,mientrasque los niñosde
clase media de las ciudadesindustrializadasde las Islas Británicas presentabanuna alta
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incidenciade la enfermedad.En 1919 Huldschinskycomprobóque cuatro pacientescon
raquitismosevero, curabanal ser sometidosa la exposiciónde unalámparade cuarzocon
vaporde mercurio, y pensóque Jaradiaciónresponsablede la curaciónera la mismaque la
que provocabala melanizaciónde la piel.
En 1921, McCollumy cols. (7) resellaronla importanciadel fósforodela dieta
en los fenómenosde osificaciónenratasen crecimiento,demostrandoque cuandola dietaera
pobre en fósforo y factor antirraqultico, las ratasdesarrollabanraquitismo, cosa que no
sucedíacuandoel aportede calcio y fósforo eraadecaudo,aunqueel factor antirraquitico
fueradeficiente.Se desconocíasi el factor antirraquiticodel aceitede hígadode bacalaoera
la vitamina A u otra sustanciadiferente.McCollum y cols. oxidaronel aceitede hígado de
bacalaoy observaronque la actividad de la vitamina A, se perdía permanenciendola
actividad antirraquftica, que fue atribuida a otra sustancialiposoluble que denominaron
vitamina D (7).
El hechode queel factor antirraqufticopudieragenerarsen la piel, trasuna
exposicióna la luz solaro radiaciónultravioletae ingerirse en la dieta,obligó a pensarque
podíatratarsede factoresdiferentes.ParaesclarecerestepuntoPowersy cols. (8) realizaron
un experimentoen ratasraquíticasa las que trataron con aceite de hígado de bacalaoo
radiaciónultravioleta,y obtuvieronel mismoresultado.
Steenbocky Black (9) y Hess y Weinstock(10) de forma independiente,
demostraronque la irradiaciónde muchosalimentoscon una lámparade cuarzoconvapor
de mercurio,proporcionabapropiedadesantirraquiticasa los mismos.
Inicialmentesepensóque la sustanciaqueseproducíapor la acciónde la luz
ultravioletaera, el colesterolen los animalesy el fitosterolen los vegetales.Posteriormente
se comprobó que no se trataba del colesterol, porque éste perdía sus propiedades
6
antirraquiticasal ser purificado por procedimientosquímicos, sino que era una sustancia
relacionadacon él.
El pasosiguientefue la identificacióny aislamientodela vitaminaD. Windaws
y cols. fueron los primerosen aislar unasustanciacristalinaque denominaronvitamina D1,
identificadaposteriormentecomounamezcladeergocalciferoly lumisterol.Años mástarde,
se consiguió identificar la primeravitamina D conocidacomoergocalciferolo vitaminaD,,
quefue utilizadadurantemuchosañoscomopreparadosintéticoparala prevencióny curación
delraquitismoen el hombre.EninvestigacionesposterioresSteenbocky cols. observaronque
los pájaroscurabandel raquitismopeor con ergosterolquecon aceitede hígadode bacalao
(11), basándoseen este hecho, el grupo de investigaciónde Windawusen 1935 sintetizó
químicamenteel 7-dehidrocolesterolo provitaminaD3 (12)y demostróquesu irradiacióncon
luz ultravioletadabaorigen a la vitamina D3 o colecalciferol.
La única diferenciaestructuralentrela vitamina D2 y la vitamina D3 es la
cadenalateral, que en la vitamina D, contieneun doble enlaceentreC22 y C23 y un grupo
metilo en C24.
La vitamina D2 esde 10 a20 vecesmenosactivaque la vitamina D3 enpollos.
Sin embargo,sehaasumidoqueen mamíferos,incluido el hombre,tienenel mismopotencial
biológico, se metabolizande forma similar y que las proteínasligadorasde vitamina D se
unena la vitamina D? conunaeficienciade 1,5 a 2 vecesmenorque a la vitamina D3.
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3 - — ASI~EC9rOS FO9~OSXOflOOTCOS
Cuandola piel seexponea la luz solaro aciertaslucesartificiales, la radiación
ultravioletapenetraen la epidermisy ocasionadiversasreaccionesfotoquímicas(13); unade
ellasesla transformacióndel7-dehidrocolesterolenvitaminaD3. Lasradiacionescon longitud
de ondacomprendidaentre290y 31Snm seabsorvenpor los enlacesconjugadosdoblesen
posición C5 y C7 del 7-dehidrocolesterol,fragmentandoel anillo B entre C, y C1, y
produciendo9,10-secosterolo previtaminaD3 (Figura 2).
La previtaminaD3 es biológicamenteinerte pero termolábil que sufre una
reorganizaciónmolecularespontáneaen función de la temperatura,transformándosen un
compuesto termoestableque es la vitamina D3. A la temperaturacorporal se tarda
aproximadamentetresdíasen la conversióncompletade la previtaminaD3 en vitamina Dr
Los cambiosintensosde la temperaturaen la superficiecutáneano modifican esteproceso
de conversión,ya que ocurre en las capasde crecimientoactivo de la epidermis,en donde
la temperaturapermanecerelativamenteconstante.Los dos compuestos,vitamina D y
previtaminaD, seencuentraen un equilibrio quea 37
0C y expresadoen concentracioneses
de 89/11.
Aunque la melaninade la piel compite con el 7-dehidrocolesterolpor los
fotonesultravioleta,y por tanto, puedelimitar la síntesisdeprevitaminaD, la isomerización
fotoquímicade la previtaminaD haciados productosbiológicamenteinertes (lumisterol y
taquisterol),constituyeun mecanismoimportantepara impedir la producciónexageradade






















formados en la piel, únicamentela vitamina D, tiene alta afinidad para las proteínas
plasmáticasde transportede vitamina D, por lo que pasapreferentementea la circulación.
El envejecimientodisminuyela capacidadde síntesisde vitamina D, por la
piel, produciéndoseuna reduccióna la mitad a partir de los 70 años(15).
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4 - — MEmALnOnEU SI-lO DE LA ‘717 9YM& 17 t4A E)
La vitamina D queexisteen el organismotienedosorígenes:la sintetizadaen
la piel (aporteendógeno)quees la vía principal de obtenciónde vitaminaD parala mayoría
de los individuos, y la obtenidaa partir de la dieta (aporte exógeno)bien por ingerir
alimentos enriquecidoscon esta sustancia,o por tomar alimentos ricos en la misma,
fundamentalmentehígado,yema de huevoy aceitede hígado de pescado.La vitamina D
procedentedel aporteexógenoseabsorbeconel concursodelas salesbiliares,utilizandoel
mecanismode absorciónde las grasas(Figura 3).
La edadrepercutenegativamentenla síntesisdevitamina D por la piel, pero
no afecta a la absorción intestinal (16). En los síndromesde malabsorción intestinal,
enfermedadde Crohn, Whippley fibrosis quistica, la absorciónde vitamina D puedeestar
comprometida.Las enfermedadesqueafectanal intestino delgadoa nivel más distal o al
intestinogrueso,generalmenteno afectana la absorciónde vitaminasliposolubles(17).
Unavez que la vitaminaD ha sido ingerida, suscomponentesliposolublesse
incorporana la fracción de quilomicronesy son absorbidospor el conductolinfático. A las
4 horasde la ingestiónde 50.000UI de vitamina D, seobservaun incrementosignificativo
de la concentraciónde vitamina D, queesmáximo a las 12 horasy va descenciendoa las 72
horas.Noexisteun órganoespecíficode almacenamientode vitaminaD, aunquesi seingiere
en exceso,las mayoresconcentracioneseencuentranenel hígado,tejido adiposoy músculo.
La vitaminaD sintetizadaen la piel o ingeridaen la dieta,debidoa sucarácter
11
Acetato






























liposoluble, pasaa la circulación sanguíneaunida a una proteínatransportadora,la DBP
(vitamin D binding protein), tambiénllamada globulina grupo específico.La DBP es una
globulina alfa de pesomolecularde 56.000D. constituidapor unacadenapolipeptídicaque
fija equimolecularmentea la vitamina D y a susmetabolitoshidroxilados.Su concentración
en plasmaes de 6000 nmol/L. La máximaafinidadde unión es parael 25-hidroxicalciferol
(25(OH)D), el 24,25(OH)2D compite efectivamentecon el 25(OH)D a concentraciones
similares. La vitamina D y el I,25-dihidroxicalciferol (I,25(OH)2D) son de 5 a 10 veces
menos competitivos. Las afinidades de los distintos metabolitos por la DBP son
proporcionalesa sus vidas medias en el plasma; en consecuenciael 1 ,25(OH)2D pasa
fácilmentea los tejidos mientrasque el 25(OH)D lo hacecon mayor dificultad.
El complejovitamina D-DBP estranportadoal hígadodondela vitaminaD se
hidroxilaen loshepatocitosmediantela 25-hidroxilasa-vitaminaD localizadaen mitocondrias
y microsomasdel parénquimacelular hepático(18). El 25(OH)D esunode los metabolitos
circulantesprincipalesde la vitaminaD; suvida mediaesde aproximadamente21 días,y su
concentraciónplasmáticaes un buen reflejo del aporte dietético de vitamina D y de la
exposicióna la luz solar.
La conversióndevitaminaD hacia25(OH)Dpuedeversecomprometidaen las
enfermedadeshepáticascolestásicaso parenquimatosaseveras(19), comoconsecuenciade
la reducciónde las reservasde 25-hidroxilasa-vitaminaD y de la malabsorciónintestinal.
Los pacientescon síndromenefróticocon unaproteinuriamayorde 4 g/dia,
suelenpresentarnivelesreducidosde 25(OH)D, comoconsecuenciade la pérdidaurinariade
las proteínasligadorasde vitaminaD y de 25(OH)D, de un pesomolecularsimilar al de la
albdmina(20).
Cuandoaumentael metabolismode 25(OH)Da 1 ,25(OH)2D enenfermedades
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como el raquitismo vitamina D dependiente tipo II, sarcoidosis, enfermedades
granulomatosas,hiperparatiroidismoprimario y calcinosis tumoral hiperfosfatémica,se
observanconcentracionesbajasde 25(OH)Daunquedentrode limites normales(21,22,23).
El 25(OH)Dcarecedeefectosbiológicosiii vivoa concentracionesfisiológicas,
pero actuaa concentracioneselevadasiii vftro (24). Despuésde su formaciónen hígado,el
25(OH)Dseunea las proteínastransportadorasde vitamina D y esconducidohastael riñón
dondesufreuna hidroxilaciónestereoespecificasobreC, o C2, (25), dependiendodel balance
calcio-fósforo,paradar lugar al 1 ,25-dihidroxivitaminaD (1 ,25(OH)2D) reconocidocomo
el metabolitoactivo de la vitamina D, o al 24R,25-dihidroxivitaminaD (24,25(OH)?D).
Aunque el riñón es el órganoprincipal dondese encuentranubicadasestashidroxilasas,en
la placenta(26,27) y en cultivos celularesde hueso, piel y monocitos también se han
observadoestosprocesos(28,29).La hidroxilaciónen la serealizapor mediode la enzima
25(OH)D-la-hidroxilasa(la-hidroxilasa),queesunamonoxigenasade funciónmixta que se
localiza en la membranainternade las mitocondriasde las célulasdel túbulo proximal de la
nefrona. La 1 a-hidroxilasaes una cadena de transporteelectrónico formada por tres
componentesproteicos:ferredoxinareductasa,ferredoxinay citocromoP450. La ferredoxina
reductasaes una flavoproteinaque recibe electronesdel fosfato de nicotinamida-adenín-
dinucleótido (NADPH) que son transportadoshastala ferredoxina. La ferredoxinaes un
potentereguladorquetransportalos electroneshastael citocromoP450, componentecatalftico
que medianteel concursodel oxígenomolecular, producirála hidroxilación del sustrato
25(OH)D en posición la de la molécula.Estareacciónestáreguladafinamentepor iones:
calcio, fósforo y potasio, y por hormonas:hormona paratiroidea, AMPc, calcitonina,
hormonassexuales,hormonade crecimientoe insulina entreotras.
La actividad enzimáticadel tubo contorneadoproximal se pierde tras la
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tiroparatiroidectomíay aumentacon la administraciónde hormonaparatiroideay AMPc; la
actividad de la la-hidroxilasade la pars rectano se detectaen ausenciade calcitonina.
Estudiosrealizadosen microseccionesde segmentosde nefronasconfirman la presenciade
dos formas diferentesde 1 a-hidroxilasa. Las enzimasdel tubo contorneadoproximal se
activanpor la hormonaparatiroideaa travésdel AMPc, lasde la parsrectason estimuladas
por la calcitoninaenun procesoAMPe independiente.Paraalgunosautoresestoesimportante
durantela etapafetal, dondeal estarsuprimida la hormonaparatiroidea,se necesitanotros
mecanismosde producciónde 1,25(OH)2D (30).
4.1 REGULACION DEL METABOLISMO DEL 25(OH)D
No seconoceconprecisiónel mecanismopor el quela hormonaparatiroidea
influye en el metabolismorenal del 25(OH)D. La producción renal de 1 ,25(OH)2D se
correlacionacon el efectohipofosfatemizantede la hormonaparatiroideay probablemente,
con la concentraciónintracelularde fosfato (31). Cuandoa ratasdeficientesde vitamina D
selas sometea unatiroparatiroidectomia,disminuyesucapacidadde síntesisde 1,25(OH)2D,
y la recuperancuandoseles administrahormonaparatiroidea(32). Si a las mismasratasse
les aporta una dieta rica en calcio y pobre en fósforo, revierten los efectos de la
tiroparatiroidectomíay son capacesde sintetizar1 ,25(OH),D. Deestosdatossepuedededucir
que la regulacióndel fósforo séricoesel factor unís importantepara la actividadde la la-
hidroxilasa. En el hombre, esta teoría parececonfirmarseya que en sujetos sanos, la
restricciónde fósforo produceun aumentode la concentraciónde 1 ,25(OH)2Dun 80% por
encimade los valoresbasales,y estosecorrelacionaconun aumentode la síntesis,másque
con unadisminucióndel aclaramiento(33). Los suplementosde fósforoen la dietaproducen
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el efectocontrario.
Aunquese ha demostradoquela hipocalcemiainducela la-hidroxilasarenal,
pareceque el procesoes secundarioal efectode la hormonaparatiroidea,que estimulala
adenilciclasadel tubo contorneadoproximal desencadenandot da la cascadaque conduceal
aumentode la absorciónrenal de calcio, secrecióntubular de fosfato y producción de
1 ,25(OH)2D(34).
La hormonaparatiroideaes muy importanteen la regulación“momento a
momento” de la la-hidroxilasarenal (35), pero en esteprocesoenzimático influyen otros
factores.Duranteel embarazo,la lactanciay las fasesde crecimientoesqueléticorápido, el
organismose adaptaal aumentode las necesidadesde calcio facilitando su absorción
intestinal, a travésdel aumentode la producciónde 1 ,25(OH)2D (36). Los estrógenos,la
prolactinay la hormonade crecimientoaumentanla producciónrenalde 1 ,25(OH)2D, de
forma directae indirectaen modelosexperimentalesde animalesiii vivo e iii vitro (37).
Estashormonas,por si solasy en circunstanciasnormales,no parecenaumentarla producción
de 1 ,25(OH),D,por lo quesecreequehande existir otros factoresdesconocidosquejuegen
un papela estenivel.
Los esteroidessexualestienenun efectoindirecto en el metabolismorenaldel
25(OH)D en poííos. Sin embargoen el hombresu papelesconfuso.La concentraciónde
1 ,25(OH)2D no estáalteradade forma significativaenmujeresjóvenesconanorexianerviosa
y déficit de estrógenos(38). Durantela fasede maduraciónsexualde los niños, el aumento
de la testosteronano seacompañade alteracionesde la concentraciónde 1 ,25(OH)2D (39).
Sin embargodurantela menopausia,la disminución de los estrógenostiene un efecto
significativo en la producciónrenal de 1 ,25(OH)2D (40). En mujeres osteoporóticaslos
nivelesde 1 ,25(OH)2D sonligeramentemásbajosqueen mujerescontrol de la mismaedad
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y los tratamientosconestrógenos,producenun ligero aumentoen losnivelesde 1 ,25(OH)2D.
La edad puede disminuir el efecto de la hormona paratiroidea en el
metabolismodel 25(OH)D a 1,25(OH)2D. Experimentalmentese ha observadoque en
individuosjóvenes,la infusión de fragmentosactivosde hormonaparatiroidea(1-34 PTH)
duplicalos nivelesde 1 ,25(OH)~Dalas 24 horas,y estono ocurreen ancianososteoporóticos
(41).
El propio 1 ,25(OH)~D tambiénmodifica el metabolismorenaldel 25(OH)D,
reducela actividadde la 25(OH)D-la-hidroxilasay aumentael metabolismohacia24,25-
dihidroxivitamina D (42). En generalla ta-hidroxilasay la 24-hidroxilasarespondena los
mismosfactorespero con efectosopuestos.
4.2 METABOLISMO EXTRARRENAL DE 25(OH)DA 1,25(OH)2D
Hennemanny cols. pensaronque la absorciónintestinal elevadade calcio,
podía ser la causantede la hipercalcemiae hipercalciuria observadaen enfermoscon
sarcoidosis(43). El conocimiento de que la vitamina D debía de transformarseen
1 ,25(OH)2D para realizar su función en el intestino, llevó a diferentesinvestigadoresa
especularque el aumentode la absorciónintestinal de calcio, era consecuenciade una
producciónanormalde 1 ,25(OH)2D. Posteriormenteseha observadoqueotrasenfermedades
granulomatosas como tuberculosis, silicosis y enfermedades fúngicas, presentan
concentracionesinapropiadamentealtas o normal-altasde 1 ,25(OH)2D. Inicialmente se
atribuyó el aumentode 1 ,25(OH)2D a un defecto de la regulaciónrenal. El hallazgo de
enfermosanéfricosconsarcoidosis,hipercalcemiay niveleselevadosde 1 ,25(OH)2D,apuntó
la idea de que la transformaciónde 25(OH)D a 1,25(OH)2Dpodíarealizarsetambiénfuera
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del riñón (44), como seha podido demostraren homogenadosde ganglios linfáticos, en
cultivosdc macrófagosalveolarespulmonaresde pacientesconsarcoidosis,y en macrófagos
activadospor lipopolisacáridosde las paredesde bacteriasgram negativaso por interferón
gamma.
Cienos tipos de linfomas tienen capacidadde metabolizar 25(OH)D a
1 ,25(OH)2D, aunque se desconoceel mecanismoque activa la la-hidroxilasa en estos
enfermos.Cultivos de linfocitos de cordónumbilical infectadospor virus HTLV-l, son
capacesde inducir el metabolismode 25(OH)D hacia un metabolito identificado como
1 ,25(Ol-I)2D por espectroscopiade masa,de lo quesedesprendequeestascélulasinfectadas
por virus poseenla maquinarianecesariaparasintetizarestahormona(45).
4.3 METABOLISMO ALTERNATIVO DEL 25(OH)D Y 1 ,25(OH)2D
La hidroxilación en 24R se lleva a cabopor la 25-hidroxi-vitaminaD-24R-
hidroxilasa.Estaes una enzimasimilar a la hv-hidroxilasay se regula por un mecanismo
inverso,estandosu actividadíntimamenteligadaa losnivelesde 1 ,25(OH>2D. En los últimos
añosse ha propuestoun modelopara la modulaciónde las actividadesde las enzimas1 <y y
24R-hidroxilasa.La señalhormonalprocedentede la hormonaparatiroideainteractuaconla
adenilato ciclasa originando la síntesis de AMPc, para activar una proteinfosfatasa
denominadafosfoferredoxinafosfatasa(46). Seproducela desfosforilaciónde la ferredoxina,
permitiendo así su unión con el citocromo P450-1a para dar origen a la síntesis de
1 ,25(OH)2D. Por otra parte, una proteincinasa calcio-dependienteactuaría sobre la
ferredoxinafosforilándola, permitiendoel acoplamientode éstacon el citocromo P450-24R
dando origen a la síntesis de 24,25(OI-l)?D, teniendo lugar el desacoplamientode ¡a
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ferredoxinacon el citocromoP450-lay por tanto, inhibiendola síntesisde 1 ,25(OH)2D.En
estemodelo secontemplael que las enzimasla y 24R-hidroxilasatienenuna partecomún
paraambas,la ferredoxinareductasay la ferredoxina,y sóloseriaespecificode cadaenzima
el citocromoP450. El acoplamientode la ferredoxinaconamboscitocromosestaríamodulado
por los procesosde fosforilación/desfosforilación,dandocomoresultadola modulaciónde
la síntesisde 1 ,25(OH)2Dy 24,25(OH)2D(Figura 4).


















La enzima24R-hidroxilasaademásde en riñón, tambiénse localiza en otros
órganos.En cultivos de célulasqueposeenreceptoresnuclearesparael 1 ,25(OH)2D, como
los condrocitos,queratinocitos,fibroblastos de la piel, células intestinalesy melanomas,
también se metaboliza25(OH)D hacia 24,25(OH)2D.Aunque el 24,25(OH)2Dtiene una
concentraciónplasmática100 vecesmayor quela del 1 ,25(OH)2D, sumecanismode acción
estápoco claro, lo másprobablees que la hidroxilaciónen C2, constituyala primeraetapa
parala degradacióntantode 25(OH)Dcomode 1 ,25(OH)2D,aunquehayalgunosautoresque
le atribuyen un papel complementarioen el crecimiento Óseo (47) y en el desarrollo
embrionario(48).
En condicionesfisiológicasel 25(OH)D se metabolizaen Q, paraformar el
255,26-dihidroxivitaminaD, 125,26(OH)2D,](25) cuyaconcentraciónen sangreestambién
un reflejo de la situaciónnutricional de 25(OH)D en el hombre.No tiene una actividad
biológicaespecial,pero remedalas accionesdel 1 ,25(OH)2D cuandoeshidroxiladoen C, a
nivel del riñón formando 1 ,255,26-trihidroxivitaminaD3. No se conocedemasiadosobrela
regulaciónde este metabolito, pero el riñón pareceque es el lugar fundamentalde su
metabolismo.
La hidroxilacióndel 25(OH)Den C23 dalugaral 235,25-dihidroxivitaminaD3.
Estemetabolitoesel precursordeun pasoadicionalqueproduceotro metabolitoidentificado
como25-hidroxivitaminaD,-23,26-lactona.La lactonapuedeidentificarseen el suerode
animalesy hombresquehan recibidodosisfarmacológicasde vitamina D. No hayevidencia
de que tenga actividad relacionadacon la 25(OH)D a nivel intestinal ni óseo, pero las
proteínasligadorasde 25(OH)Dtienenunaafinidadpor él de 5 a 7 vecesmayorqueparael
25(OH)D, (18).
Ademásde las múltipleshidroxilacionesquepuedenproducirseen la cadena
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lateral de la vitamina D, los hidroxilos tambiénpuedenoxidarse. El 24,25(OH)2D3y el
23,25(OH)2D,seoxidanformando24-ceto-25(OH)D,y 23-ceto-25(OH)D3,respectivamente.
Hastala fecha, se han identificado másde 20 metabolitosde la vitamina D.
Todosseoriginana partirdel 25(OH)Do 1,25(OH)2D(49) y la mayoríaseconsiderancomo
productosde degradación.Mención especialmerecela secuenciametabólicapor la que se
inactiva el 1,25(OH)2D por la escisiónoxidativa de la cadenalateral entre C23 y C24,
apareciendoun productobiológicamenteinertee hidrosoluble,el ácido lcv-hidroxivitamina
D-23-carboxílicoo ácido calcitroico(50).
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5.1 FUNCIONESCLÁSICAS DEL 1 ,25(OH)2D
Los estudios realizados en los últimos años, permiten concluir que el
mecanismode acciónde la vitamina Ji correspondeal de un sistemahormonal, dondela
vitamina D actuacomo una prohormonay el 1 ,25(OH)2D como la verdaderahormona
sintetizadaen el riñón, que seviertea la sangreparaalcanzarlos órganosefectores,donde
media las respuestasbiológicas atribuidasa la vitamina D. La respuestabiológica mejor
conocidade la vitamina D consisteen la estimulaciónde la absorciónintestinalde calcio.
Entre la administraciónde la vitamina D y la respuestaintestinal transcurreun periodo de
latenciade 24 a 48 horas(51). Esteperiodopuedereducirsea 20-24 horas si se administra
25(OH)D, e inclusoa 8-12horassi seadministradirectamente1,25(OH)2D,lo queconfirma
la vía metabólicaindicada. Sin embargo,aunqueseadministreel metabolitodihidroxilado a
dosis altas, se mantieneun periodo de latenciaque resulta imposible de reducir. Este
fenómeno es similar al que se observa con las hormonas esteroideas(52), y viene
condicionadoporque se requiereun tiempo para que tenga lugar la interacción entre la
hormonay el receptorcelular, la fijación selectivadel complejo hormona-receptora la
cromatinanuclear, y especialmente,para la síntesisdel ARN mensajeroespecíficoy del
materialproteínicoqueconstituiráel verdaderovehículode la respuestahormonal.
La administraciónde 1 ,25(OH)2D3marcadoradiactivamentepermitecomprobar
su localizaciónen el ndcleo de las célulasdel epitelio intestinal,al cabode cuatro horas,
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despuésde habersefijado a una fracciónproteínicay soluble del citoplasma,denominada
receptor.Unavezel 1 ,25(OH)~D,seencuentraunidoala cromatina,sedetectaunaactivación
de la síntesis de ARN y una producciónde proteínatransportadorade calcio intracelular
(CaBP).La cantidadformadade estaproteínaesproporcionala la del 1 ,25(OH)2D,localizada
en la mucosaintestinal,y sccorrelacionacon la actividadde la la-hidroxilasarenal, y con
el transporteintestinal de calcio mediadopor la vitamina D. Este procesose interfiere,
experimentalmente,por la presenciade Actinomicina D, inhibidor de la sinteis de ARN
dependientede ADN, de acuerdocon un mecanismode acciónsimilar al de las hormonas
esteroideas.
Existeacuerdounánimeen quelasaccionescelularesdel 1 ,25(OH)2Dseinician
por interacción de la hormonacon un receptoro proteína ligadora específica,que se ha
podido demostrarmediante anticuerposmonoclonalesantirreceptordel 1,25(OH)2D de
diferentesespeciesde mamíferos(53). Los receptoressonproteínasintracelularessimilares
a las de las hormonasesteroideas.El descubrimientodel receptorparael 1 ,25(OH)~D data
de] año 1961, de los trabajosde Brurnbaughy Haussler(54) y Kreazn y cols. (55) que
comprobaronla existenciade una proteínacon capacidadde unión al 1 ,25(OH)~D, con una
afinidadalta. El receptorpresentaun lugar de unión a la hormona(K, = l0Io~101I) y un
dominiode uniónparael ADN. La importanciadel receptorparala funcióndel 1 ,25(OH),D
se demuestraen los raquitismosvitamina D dependientestipo II, dondehay una resistencia
en los órganos dianaa la acción de este metabolito. Se ha comprobado,que en ratasen
periodoneonatal, falla la respuestaal 1,25(OH)2D hastalos 16-18 díaspostparto,momento
en el queel receptorhacesuapariciónen el enterocito(56). Estaapariciónseaceleracon los
glucocorticoidesy seimpidecon la adrenalectomía.El mismocomportamientoseobservacon
el transporteintestinalde calcio.
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La unión de la hormonaal receptorproduceuna fosforilación y aumentala
afinidaddel receptorparasuuniónal núcleoy al ADN (52). El complejohormona-receptor
a nivel nuclear,regulala transcripciónde los ARR mensajerosespecíficosquegobiernanla
traslacióndc las proteínas.
Estudiosexperimentalesqueemplean¶ ,25(OH)2D marcadoradiológicamente,
o con inmunoperoxidasasdirigidas frente a anticuerposmonoclonalesantirreceptor,han
demostradola localizacióndel receptorsobretodo a nivel del núcleode las célulasdiana.
Comorespuesta la interacciónentrela hormonay el receptorseforman una
seriede proteínas;en el huesola osteocalcinay en el intestinola proteínaligadorade calcio
(CaBP)descubiertapor Wassermany Taylor (57).
La interaccióndel 1 ,25(OH)2Dcon la célula dianaproducealteracionesa dos
niveles, uno dependientede la localizaciónnucleardel complejo hormona-receptory otro
independientede este fenómenonuclear. Se han aislado dos poblacionesdiferentes de
receptoresde 1,25(OH)2D,en políos. El 80% de los receptoresestánen el núcleoy se unen
ávidamenteal complejocelulosa-ADN;la segundapoblaciónestáenel citosol, tienenavidez
por el 1 ,25(OH)2D,pero no se une al complejo ce¡ulosa-ADN. De esta forma, aunquela
poblaciónde receptoresdel citosolpresentaaltaafinidadpor el 1 ,25(OH)ED,,aparentemente
necesitaun dominio de unión al ADN. Posiblementela unión del 1 ,25(OH)2D, al receptor
citosólico controla los efectosno mediadospor el núcleo, mientrasque la unión de la
hormonacon los receptoresnuclearescontrolalos efectosquerequierentranscripcióngénica.
La poblaciónde receptorescitoplasmáticospuederepresentara aquellosque previamente
estuvieronunidosal núcleo,y queya estánen procesode catabolización(58).
A nivel intestinal el 1 ,25(OH),D estimulael transportede calcio y fosfato
desdela luz del intestinodelgadohaciala circulación (35). El aumentode la resorciónósea
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producido por el 1 ,25(OH)2D probablementeocurre de forma sinérgicacon la hormona
paratiroidea.Los osteoclastosmadurosno poseenreceptoresparala hormonaparatiroideani
para el 1,25(OH),D. Sin embargo,existen pruebasque sugieren que ambas hormonas
aumentanla actividad de resorciónóseaestimulandolas célulasprecursorasosteoclásticas
inmaduras,queposeenreceptoresparalas mismas,y setransformanen osteoclastosmaduros,
y/o interaccionancon los osteoclastos,queproduciríancitoquinasy aumentaríanla actividad
de las célulasmaduras(59). La función del 1,25(OH)2Dsobrela regulaciónrenaldel calcio
y fósforo no seconocecon precisión.
5.2 OTRAS FUNCIONESBIOLOGICAS DEL 1,25(OH)2D
En los últimos años se han localizado receptorespara el 1 ,25(OH)2D en
numerosostejidos,algunosdelos cualesaparentementeno tienenrelaciónconel metabolismo
del calcio (60,61). Este hecho ha supuestola posibildadde conocer otras funcionesdel
1 ,25(OH)2Dqueademásde serunahormonacalciotropa,ejerceun papelenla regulacióndel
sistemainmune y un aumentode la diferenciacióncelular,entreotras.
A.- EFECTOSDE DIFERENCIACION Y ANTIPROLIFERACIONDEL 1,25(OH)2D
Diferentes tipos de líneas celulares tumorales con receptorespara el
1 ,25(OH)2D en cultivos, respondena esta hormona con una disminución de la tasa de
proliferación y un aumentode la diferenciación. Si se exponencélulas promielociticas
humanasmalignas (HL-60) al 1 ,25(OH)2D, se observaunamaduraciónhaciamacrófagos
funcionantesen el plazo de una semana(62). Se desconoceel mecanismopor el que el
1 ,25(OH)2D inducela maduración,se sabeque disminuye la expresióndel oncogénc-myc
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coincidiendoconla disminuciónde la replicación.No obstante,esteefectono esprolongado,
si se elimina el l,25(OH)~D de los promielocitosHL-60 en fasede maduración,las células
regresana su estadode malignidadoriginal, y no sesuprimeJaexpresióndel oncogénc-myc.
En la leucemiamieloblástica,paraconseguirunasupresióncelular, se necesitancantidades
elevadasde 1 ,25(OH)2D que producenhipercalcemiasimportantes. En la actualidadse
investigasobre análogosde la vitamina D con actividadpreferenteen la diferenciaciónde
promielocitossobresu actividadhipercalcemianre,que se consiguenañadiendoun carbono
a la cadenalateral o al 26-metilo. El compuestoresultantees 10 veces más activo en la
diferenciaciónde las célulasHL-60 quela hormonanativa, y no tieneprácticamenteefectos
en la movilizacióndel calcio óseo.
Los osteoclastosoncélulasactivasde la médulaóseaquesecreeprocedende
la línea celular de macrófagos-monocitoscirculantes(63). El 1 ,25(OH)2D inducela fusión
de monocitosencélulasmultinucleadasgigantesconcapacidad eresorciónóseatu vitro (64).
Los osteoclastosde pollos maduroscarecende receptorespara el 1 ,25(OH)2Dy se puede
especularque la accióndel mismo a nivel óseo, espromoverla maduracióndc las células
monocitos-macrófagoshaciaosteoclastosmultinucleados.
U.- EFECTOSINMUNORREGULADORESDEL 1,25(OH)2D
La presenciade receptorespara el 1 ,25(OH)2D en linfocitos activadospor
mitógenosy monocitosdesangreperiférica(65), sugierequela interaccióndelos metabolitos
de la vitaminaD con estascélulaspuedemodularla respuestainmune en el hombre.¡u vitro,
se ha demostradoque el 1 ,25(OH>2Da concentracionesfisiológicas, inhibe la proliferación
decélulasmononuclearesperiféricasactivadaspor inhibicióndela producciónde interleukina
2 (66). Sin embargo,no se ha podido demostraresteefecto inhibitorio, tu vivo, en sangre
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periférica humana. Posiblementelas concentracionescirculantes de 1 ,25(OH)~D sean
inadecuadasparamodularla respuestaperiféricainmune,pero la acumulaciónde metabolitos
en determinadostejidos,puedeser inmunológicamenteimportanteen el microambientede los
mismos.Diferentesautoresapuntanla idea de que la producciónlocal de 1 ,25(OH)2D3 por
los macrófagosalveolaresen los pacientescon sarcoidosis,puedeserun factor regulatorio
importanteen la proliferación de linfocitos y en la producciónde linfokinas en el espacio
alveolarde estosenfermos(67). Senecesitaprofundizarmásen estecampoparadeterminar
si realmenteel 1 ,25(OH)2D es importanteen los fenómenosde inmunorregulaciónen el
hombre.
C.- EFECTOSDEL I,25(OH)2D A NIVEL DE LA PIEL
La piel de los mamíferos,ademásde ser una vía de síntesisde vitamina D3,
es un órganodiana paralas formasactivasde estahormona.Se han identificado receptores
para el 1 ,25(OH)2D, en piel de roedoresy en cultivos de fibroblastos dérmicos y
queratinocitoshumanos(68). En cultivos de células humanas,el 1 ,25(OH)2D3 inhibe la
proliferación de fibroblastos y queratinocitos,estimula la síntesisde 7-dehidrocolesterol,
facilita la comificación de los queratinocitosy aumentala melanogésisen células de
melanomas.
Para algunosautores, la alopeciapresenteen los enfermoscon raquitismo
vitamina D dependientetipo II, puede estar en relación con la ausenciade receptores
bioefectivosde 1 ,25(OH)2D, en la piel de estos enfermos, ya que la administraciónde
grandescantidadesde estemetabolito,no estimulael crecimientodel cabelloen estoscasos
(69).
El 1 ,25(OH)2D3 se ha utilizado comotratamientoen enfermoscon psoriasis,
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en basea su capacidadde inducir la diferenciacióncelular e inhibir la proliferaciónde las
célulasepiteliales,observándoseuna mejoríade los síntomasen la mayoríade ellos.
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Debido a que los niveles de estos metabolitosen sangreson muy bajos, del
ordende ng/nt (el 25(OH)D) y pg/mL (el 1,25(OH)2D), sólo ha sido posibleabordarsu
medidaa partir de los estudiosrealizadospor Yalow y Bergson,que dieron comofruto las
técnicasdeRadioinmunoanálisis(RIA) (70). Hastaesemomentosólosepodíanhacerestudios
de aproximaciónpor métodosbiológicos talescomo: observarel crecimiento de la línea
epifisaria (71), observar la estimulación de la absorción intestinal de calcio en ratas
deficientesde vitamina D (72) o comprobarla estimulacióndel crecimientode los animales.
La determinaciónde los metabolitos de la vitamina D por técnicas de
competiciónproteicao RíA escompleja,debidoalos problemasde reaccionescruzadasque
presentanestos metabolitosa causade la poca especificidadde las proteínasligadorasy
anticuerpos,por lo queesnecesarioel empleode técnicasdcpurificacióny separaciónde los
mismos,antesde sucuantificación.
La introducciónde la cromatografíalíquidade altaresolución(HPLC) parala
purificaciónde las muestras,y la síntesisde radioligandoscon actividadespecíficaalta, han
sidodosavancestecnológicosimportantespara la cuantificaciónde metabolitosdela vitamina
D. El 25(OH)D y el l,25(OH)2D son los metabolitosque tiene utilidad desdeun punto de
vista clínico, por esta razón vamos a prestar especialinterés en los métodospara su
valoración,haciendouna levemenciónde lasmedicionesde vitamina D y otrosmetabolitos.
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6.1 DETERMINACION DE VITAMINA D, Y VITAMINA D,
La cuantificaciónde vitamina D2 y vitamina D3 esunatareaárduaqueaporta
pocainformaciónal clínico. Aunque la determinaciónde los nivelesde vitamina D,, puede
proporcionarun indice de la cantidadde vitamina Ji sintetizadaen la piel despuésde una
exposicióna las radiacionesultravioletaB, no es una medidaadecuadade la situaciónde la
vitamina D en un individuo, ya quedesaparecerápidamentedel suero,y suconcentraciónes
muy variable, pudiendoser baja incluso en veranosi el individuo no ha estadoexpuesto
recientementea unacantidadadecuadade luz solar (73).
La vitaminaD al sermenospolarquesusmetabolitoshidroxilados,no puede
ser purificada o aisladaadecuadamentemedianteuna HPLC de fase normal. Precisauna
extracción de los lípidos medianteuna cromatografíaen columna, purificación mediante
HPLC en fasereversay cuantificaciónmedianteHPLC en fasedirecta(74).
6.2 DETERMINACION DEL 24,25(OH)2D
Puederealizarsecon HPLC de fase normal con columnasde gel de sílice,
utilizandocomoeluyenteIsopropanol-Hexano.El 24,25(OH)2Dmigrajunto conel 25(OH)D3-
23,26-lactona(75). Ambos metabolitosse puedensepararmedianteunaHPLC concolumnas
dc afinidad,usandoCloruro de Metileno e Isopropanol.La cuantificaciónpuederealizarse
medianteHPLC o análisis de competición que empleanproteínasligadoras. Quedapor
demostrar,si estadeterminacióntanlaboriosasecompensaconla informaciónquepuededar
al clínico, aunquediferentesautoreshablandel papel de estemetabolitoen el metablismo
óseocomofactor en la diferenciacióndel procolágeno(76).
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6.3 DETERMINACION DE OTROSMETABOLITOS
En los últimos años se ha investigado sobre la cuantificación de otros
metabolitosde la vitamina D, el 25,26(OH)2Dy el 25(OH)D3-23,26-lactonamedianteuna
HPLC que los purifica del extractolipídico, como pasoprevio a su cuantificaciónpor
métodoscompetitivosque empleanproteínasligadoras.
En el hombre,el papelfisiológico de estos¡netabolitosespoco conocido.De
hecho,el 25(OH)D3-23,26-lactonaes el metabolitorenal del 23,25(OH)2D,que sc detecta
únicamenteen el suerode pacientesconintoxicaciónpor vitamina D (77).
Se desconoceel significado de la afinidad alta de la DBP por la lactona,en
teoría concentracioneselevadasde este metabolito podrían desplazarel 25(OH)D y cl
1 ,25(OH)2D de la DBP, y facilitar su unión con los receptorescelulares(78).
6.4 DETERMINACION DEL 25(OH)D, Y 25(OH)D,
La determinaciónde 25(OH)DpuederealizarsemedianteHPLC, RíA y análisis
competitivosqueutilizan proteínasligadoras.Antes de su cuantificaciónes necesariohacer
unaextraccióndelos lípidos del suero,paraquitar componentesqueproduceninterferencias.
El extractolipídico contienelípidos,vitaminaD y susmetabolitos1 ,25(OH)2D,
25(OH)D, 24,25(OH)2D,25,26(OH)2D,25(OH)D3-23,26-lactona.Todosellos se unen a la
DBP conciertaafinidad, igual que lo hacenotros lípidosno relacionadoscon la vitaminaD.
La precisiónde los métodossepuedemejorarhaciendounacromatografíadel
extracto lipidico con ácido silícico o LH-20 Sephadex(79), para aislar la fracción que
contieneel 25(OH)D previamentea su cuantificaciónpor I-IPLC o análisiscompetitivos.
La determinaciónde 25(OH)D2puedetenerutilidad clínica en pacientesque
tomanpreparadosmultivitaminicosquecontienenvitaminaD2. La hidroxilasaqueactuasobre
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el 25(OH)D en los microsomashepáticos,no distingueentrelas formasde vitamina D, y
vitamina D3 comosustrato(80) por esto, anteconcentracionesbajasde vitamina D3 en estos
casos,se puedesospecharque la síntesisde vitamina D3 endógenaesdeficiente, y que el
pacientedependede la dieta o de los suplementosvitamínicospara mantenerlos nivelesde
vitamina D suficientes,quegaranticenunasituaciónnutricional adecuada.En el laboratorio
se disponede métodosde HPLC de fasenormal, queseparan25(OH)D2 y 25(OH)D3, para
analizarlos independientemente,a través de un detectorultravioleta sensibleacopladoal
cromatógrafo(81). El limite de detecciónparaestosensayososcilaentre2 y 5 ng, por lo que
parala cuantificaciónde los dos metabolitospor separado,senecesitaun volumende muestra
grande(2-5 mL de suero),sobretodo anteunasospechade déficit de vitamina D.
6.5 DETERMINACION DEL 1 ,25(OH)2D
El primeranálisisparavaloraciónde la concentraciónde 1 ,25(OH)2Dserealizó
en 1974 (82), precisamente3 añosdespuésde la identificaciónestructuraldel 1 ,25(OH)2D,
comoun metabolitoactivode la vitaminaD3 (83). La claveparael desarrollodel mismo,fue
el descubrimientode una proteína(receptor>del epitelio intestinalde pollo, quepresentaba
afinidad alta y capacidadde unión baja, y que podía utilizarse como proteína ligadora
específicaen las técnicasde radioligandos.Los primerosensayosnecesitabangran volumen
de suero(20 mL) y 3 pasosde purificacióncromatográficapreviosal análisis. Recientemente
se han mejoradolos métodos,al disponerde trazadorescon una actividadespecíficaalta, y
de cromatógrafosmejores para la purificación de las muestras,existiendo diferentes
preparadoscomercialesparala valoracióndel 1 ,25(OH)2D.
Los ensayosclásicosde análisiscompetitivosde proteínasligadoras,utilizan
como receptor la proteínaaisladadel intestino de pollos deficientesen vitamina D; esto
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suponeuna desventajaporque discrimina contra la unión al 1 ,25(OH)2D, en favor del
1 ,25(OH)2D3. De estaforma, comoambosmetabolitossonbiológicamenteequipotentes,no
puedenmedirse con eficiencia comparabley hay una infravaloración de los niveles de
1 ,25(OH)2D2. Estehechopuedeteneralgunaimportanciacuandose determinanvaloresde
1 ,25(OH)2D en pacientescon suplementosnutricionalesde vitaminaD~.
Estosproblemasse han solucionadoal disponerde receptoresprocedentesdel
timode ternera,queligan 1 ,25(OH)2D2y 1 ,25(OH)2D3con idéntica capacidady afinidad.De
estaforma, sepuedenmedir conmayorprecisiónlos nivelesde 1 ,25(OH)2Dde los extractos
lipídicosde pequeñascantidadesde suero(0.5a 1 mL), despuésde unapurificaciónatravés
de un cartuchode polimerosde silicio (84).
El radioinmunoanálisistambiénse ha utilizado como métodoparamedir la
concentraciónde 1 ,25(OH)2D,aunquetieneel inconvenientedequelosanticuerposfabricados
frentea 1 ,25(OH)2D3,presentanreaccionescruzadascon otrosmetabolitosde la vitaminaD.
Stery cols. (85) desarrollaronun bioanálisismuy sensiblepara la valoración
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El 25(OH)Des el metabolitode elecciónparaconocerel estadonutricionalde
vitamina D adquiridade forma endógenao exógena(86). Valoresmuy bajoso indetectables
puedenindicarunafaltade sustratoparala 25-hidroxilasa-vitaminaD hepática,unaalteración
de la actividad de dicha enzima,unaalteraciónde la síntesisde DBP o de suunión con el
25(OH)D, o un catabolismoaceleradode 25(OH)D. El déficit de sustratopuedeestaren
relación con una exposicióninsuficientea la luz solar y/o una malabsorciónintestinal de
vitamina D (87).
Las enfermedadeshepatocelularespuedenproducir un déficit de 25(OH)D
cuando esté comprometidoel sustratovitamina D, o vitamina D,. Sin embargo,no es
frecuenteencontrardisminuciónde 25(OH)D con nivelesde vitamina D normales,excepto
cuandola alteraciónhepáticaes muy intensay la actividad enzimáticase ve comprometida
(88).
La Nrdida de DBP a través del riñón, en las proteinuriasdel síndrome
nefrótico; el intestino, en las enteropatíaspierdeproteinas;o la piel, en las quemaduras
importantes,puedeasociarsecon disminuciónde los niveles de 25(OH)D.
La valoracióndel 25(OH)Dtambiénesimportanteparael seguimientode los
tratamientosconsuplementosvitamínicos,asícomoparavalorarla intoxicaciónporvitamina
D por ingestión o administraciónparenteral.Los individuos normales,ante una excesiva
exposicióna las radiacionesultravioleta,no desarrollanintoxicaciónporvitamina D, porque
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sólounapequeñacantidaddeestavitaminasetransformaen la piel. Si la exposiciónpersiste,
la previtaminaD, se transformaen fotoisómerosbiológicamenteinertescomotaquisteroly
lumisterol, y la vitamina D, se degradaa 5,6-trans-vitaminaD3 y suprasterol1 y 2.
Ante un pacientecon hipocalcemiahay que estudiar la situación de las
hormonas que intervienen en el metabolismodel calcio: la vitamina D y la hormona
paratiroidea.En el primer caso, lo que aportamásinformación es el 25(OH)D, porqueal
teneruna vida media larga, esun Indice excelentede la cantidadde vitamina D sintetizada
en el hígadoy de la cantidadde sustrato(25(OH)D) disponibleparala síntesisdel metabolito
activo (1 ,25(OH)2D). En pacienteshipocalcémicos,los nivelesfráncamentedisminuidosde
25(OH)D casisiempre indicansíntesiscutáneay aportedietéticodeficiente.
La hipocalcemiacon nivelesde 25(OH)Dnormaleso elevados,indicadéficit
o disminución de la bioefectividad de la hormona paratiroidea,alteración adquirida del
metabolismodel 25(OH)Da 1 ,25(Ol-1)2D,alteraciónhereditariade la síntesisde 1 ,25(OH)2D,
o defectode la accióndel 1 ,25(OH)~D sobreíos órganosdiana. Lasdos últimassituaciones
puedendiferenciarsepor los nivelesde 1 ,25(OH)2D, que seránbajoso indetectablesen el
raquitismovitaminaD dependientetipo 1, y elevadosen raquitismovitaminaD dependiente
tipo 11(30).
En los pacientescon disminuciónde la síntesis de hormonaparatiroideao
alteracionesen los órganosdiana para la misma(hipoparatiroidismo,déficit de magnesioo
pseudohipoparatiroidismo),la concentraciónde 1 ,25(OHtD serábaja; estosedebea la falta
de estimulaciónde la hormonaparatiroideaa nivel de la 25(OH)D-1 a-hidroxilasarenaly al
defectoinhibitorio de la hiperfosfatemiasobrela mismaenzima.Debido al solapamientode
los valoresde 1 ,25(OH)2D entreenfermosy poblaciónnormal, la cuantificaciónde este
metabolitono esparticularmenteútil parael diagnósticode hipoparatiroidismo.
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La utilidad deI 1 ,25(OH)2Dpara la evaluaciónde pacientescon hipercalcemia
y/o hipercalciuria, en la mayoría de los casos queda restringidaa aquellos que tienen
suprimidala secreciónde hormonaparatiroidea.La elevacióninapropiadade 1 ,25(OH)2D,
junto con la disminución de la hormona paratiroideaen pacientescon hipercalcemiay/o
hipercalciuria, es sugestivade intoxicación exógenade la(OH)D,, dehidrotaquisterolo
1 ,25(OH)2D,; o de intoxicación endógenacon 1 ,25(OH)2D en pacientescon sarcoidosis,
enfermedadesgranulomatosasy ¡infomas,o hipercalciuriaabsortiva(89).
La determinación de 1 ,25(OH)2D puede ser útil para detectar
hiperparatiroidismoprimario en pacientessospechososde esta enfermedad,con datos de
laboratoriopococlaros.
Hay que tener en cuenta, que puede no haber un aumento claro del
1 ,25(OH)2D en pacientescon hipercalcemiay/o hipercalciuriaconenfermedadhepatocelular
o proteinurianefróticaconcomitante,dondeestádisminuida la produccióno hay pérdidade
proteínasque seunenal 1 ,25(OH)2D. Aunquela concentracióntotal de hormonapuedeser
baja en estosenfermos,la concentraciónde 1 ,25(OH)2Dlibre serámayor de lo normal (90).
Respectoa la población infantil, en 1928 Hess y Lewis recomendaronla
suplementaciónde la lecheconvitamina D paraprevenirel raquitismoen los niños (91), y
desdeentonces,numerososautoreshantratadode establecerla dosisrecomendablede estos
suplementos(92,93,94). La Academia Nacional de las Cienciasde la Alimentación y
Nutrición de los EstadosUnidos de América, en 1973 establecióla dosis de vitamina D
necesariapara prevenir el raquitismo en 400 UI/dia (95). Sin embargo, la práctica de
suplementarutinariamenteatodos los niñoscon vitamina D durantelos primerosmesesde
la vida, ha sidomuy debatidaen las últimasdécadas(96,97,98,99,100),existiendodiversas
opinionesen estesentido. Hay autoresquebasándosen factoresde tipo geográfico,en cl
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hechodeque las dosisfisiológicasno revistenriesgosde efectossecundarios,y en que no han
publicado casosde raquitismosen los niños que recibíansuplementosde vitamina D, son
partidarios de suplementar rutinariamente a toda la población infantil
(101,102,103,104,105,106), mientrasqueotrosautoresopinanquela suplementacióntal vez
no seaprecisa,y quela forma natural de obtenerlos aportesnecesariosde vitamina D esa
travésde la radiaciónsolar(107,108,109).De cualquiermodoel estudiode la concentración
de 1 ,25(OH)2Dy 25(OH)Dva a ser de gran importancia,durantelos primerosmesesde la
vida en los que se produceuna fase de crecimientorápido, dada la transcendenciade la




Durantelos últimos añosseha prestadoespecialinterésal estadonutricional
de la poblacióninfantil, y a susposiblesnecesidadesde suplementosvitamínicos,sobretodo
durantelas fasesde crecimiento más rápido. Esto ha motivado en nuestro Hospital, la
necesidadde disponer de parámetrosbioquímicos relacionadoscon el crecimiento y/o
metabolismoóseo;entreellos los metabolitosde la vitamina D, 25-hidroxicalciferoly 1 ,25-
dihidroxicalciferol.
La determinaciónde estosmetabolitosno essencilla,la mayoríade losautores
sebasanen métodosque requierenla utilizaciónde la HPLC enalgúnmomentodel proceso,
técnicano disponibleen la mayoríade los laboratoriosclínicos, quea suvez precisade un
volumende muestragrande,lo que dificulta su aplicacióna la poblacióninfantil.
Por estemotivo, hemoselegidopara la cuantificaciónde 25-hidroxicalciferol
y 1 ,25-dihidroxicalciferol,métodosbasadosen el análisiscompetitivode proteínasligadoras
que requierenun volumende muestrarelativamentepequeñoy que no precisande HPLC.
Pretendemosponer a punto estos métodospara la cuantificaciónde ambosmetabolitos,
haciendoun control delos reactivosutilizadosy unavalidaciónde las técnicasquegaranticen
unosresultadoscorrectos.
Además,determinaremoslos valoresde referenciade 25-hidroxicalciferoly
1 ,25-dihidroxicalciferol, durante los primeros mesesde la vida, teniendo en cuenta los







Hemosrealizadoun seguimientoclínico y bioquímicode 52 niños (29 niños
y 23 niñas) desdeel nacimientohastalos diez mesesy medio de vida. Los niños fueron
elegidos al azar en la maternidaddel Hospital “12 de Octubre”, hijos de madre sana,
embarazocontroladosin complicaciones,partoa término y peso adecuadopara la edad
gestacional.La elecciónse realizó en dos momentosdiferentes,seleccionándose22 niños
nacidosen el mesde Agostode 1989 (GrupoA) y 30 niños nacidosen el mesde Diciembre
del mismo año (Grupo B). Diecinueveniños fueronalimentadoscon lactancianaturaly 33
con una fórmula adaptadaque contenía400 UI/L de vitamina D. Los niños recibieron
lactmicia exclusiva hastalos 4 meses,se introdujeron harinasde cerealesal cuarto mes y
alimentossólidosal sexto mes.
Los niñosfueronvaloradosclinicamentealas tressemanas,mesy medio,tres
meses,cuatromesesy medio, seis meses,sietemesesy medio, nuevemesesy diez mesesy
medio.
1.2 RECOGIDA Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS
Las muestras de sangre para la determinación de 25(OH)D y 1 ,25(OH)2D se
han recogidoa las 3 semanas,3 meses,6 mesesy 9 mesesde vida, coincidiendo con algunas
de las visitas pautadaspor el pediatra, que valoraba el correcto crecimiento y desarrollo de
los niños.
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Las muestrasde suerose han recogidoen un tubo secoy se han conservado
en un baño de hielo hastasu centrifugación (antes de una hora despuésde realizar la
extracción),y a -6frC hastael momentode su utilización.
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2.1 MATERIAL INSTRUMENTAL
- CentrífugaIEC PR-600contemperaturacontrolada(DAMON /IEC DIVISION).
- Agitador eléctrico Cencocat. n0 34525-200(CencoInstrumentenB.U., Breda. The
Netherlands).
- Colectorde fraccionesVAC ELUC SPS24. Izasa.
- pHmetroCorning 140 (EssexEngland).
- Balanzade precisiónSartorius2004 MP.
- Congelador-600C Lie 80 (Koxka)
- Sistemade purificaciónde aguaMilli-Q (Millipore).
- Contador13 de centelleoLS 1801. Beckman.
- Dispositivode evaporaciónBioMérieuxn0 6 656 1, aunapresiónde 0,3 bar., que evapora
con una corrientede aire enriquecidacon nitrógeno.
- Bañode aguacon temperaturaregulableGrant InstrumentLtd.BarringtonCB2 50
(Cambridge).
- Tubosde vidrio de 100 x 75 y 120 x 75 mm
- Pipetasde cristal de 1, 2, 5, 10 y 25 mL. (Bland Brand, West Germany).
- Matracesde 100, 200y 500 mL. Simax CSN.
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- Probetasde 100, 200y 500 mL. Simax CSN.
- Vasosde precipitaciónde 25, 50, 100 y 250mL (SchottMainz, Duran, West Germany).
- Micropipetasdevolumenfijo de20, 50, 100, 300,500 y 600pL (SMI micro/pettor,USA).
- Micropipetade volumenregulablede 200a 1000 pL (Renner.Labsystems).
- Dispensadoresde 1000 mL de volumenregulablede 1 a 10 mL. Dispenser7,3 Sivelab
lnstrumentAB.
- Viales de centelleode polietileno de 5 mL. Ref. 401100.Lab Center.
2.2 REACTIVOS
- AcetonitriloLiChrosolv. GradoHPLC. Merck.
- n-HexanoLiChrosolv. GradoHPLC. Merck.
- 2-PropanolLiChrosolv. GradoHPLC. Merck.
- Metanol LiChrosolv. GradoHPLC. Merck.
- Cloruro de Metileno LiChrosolv. Grado HPLC. Merck.
- Etanol Mm. 99,5% LiChrosolv. GradoHPLC. Merck.
- Fosfatopotásicodibásico (K2HPOJ.Proanalysi.Merck.
- Hidróxido potásico. Proanalysi.Merck.
- Agua bidestilada.lbys.
- Liquido de centelleoPico Fluor~ 40. Packard.
- Microlumnas cromatográficasdesechablesCISOH Sep-pak.(Waters Española).Millipore.






- Reactivosparala determinaciónde 25(OH)Dsuministradospor Nichols Institute
Diagnostics.SanJuanCapistrano,CA. 92674U.S.A.
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1.1 FUNDAMENTO DEL METODO
Se basaen un análisiscompetitivoque utiliza una proteínaligadora,que no
requiereextraccionesni cromatografíaspreviascomplejas.
En estemétodo, los extractosalcohólicosprocedentesde 50 ¡~1 de suero, se
incubancon la proteínaligadoray el 25(OH)D marcadocon tritio. Despuésde 3 horasde
incubacióna 40C seañadeunasuspensióndecarbón-dextranoparasepararel 25 (OH)Dunido
a la proteínaligadoradel queha quedadolibre. Tras 20 minutosde incubaciónse centrifuga,
y el sobrenadantesetransfierea un vial quecontienelíquido de centelleo.La radiactividad
semide en un contadorde radiacionesfi. Los resultadosseexpresanen ng/mL de sueroy se
interpolanen la curvaestándar.
1.2 COMPONENTES DEL ANÁLISIS DE 25(OH)D
Parala determinaciónde 25(OH)D hemosutilizado los siguientesreactivos
suministradospor Nichols Institute Diagnostics.
- Proteínaligadoraprocedentede suerohumano.2 vialesliofilizados quesereconstituyencon
16 mL de aguabidestiladafría.
- Trazador25-hydroxy[23,24(n)-’ H]D, con una actividadinferior a 1 ¡¡Ci (<37KBq).
- Estándaresde 25(OH)D. 5 viales liofilizados que se reconstituyenen 0,5 mL de agua
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bidestiladafría, obteniéndoselas siguientesconcentraciones4,11, 22, 50 y 120 ng/mLde
25(OH)D.
- Controles.2 viales que contienen25(OH)D liofilizado de suerohumanoa dos
concentracionesconocidas,se reconstituyenen 0,5 mL de aguabidestiladafría.
- Carbón-dextrano.1 vial de 10 mL.
- Tampón NSB. 1 vial liofilizado que sereconstituye en 5 mL de aguabidestilada fría.
1.3 REALIZACION DEL ANÁLISIS DE 25(OH)D
Todoslos reactivossealmacenanen congeladora -1513, exceptola suspensión
de carbón-dextranoque se mantienea 40C, hastael momentode su utilización, teniendo
siempreen cuentano sobrepasarla fecha de caducidadde los mismos.
El ensayose realizaa 40C por lo quetodos los reactivos,materialesy sueros
de los enfermos,handepermaneceren hielo duranteel mismo.Sereconstituyenlos reactivos
liofilizados con aguabidestiladafría segúnlas indicacionesdelfabricante(exceptoel reactivo
quecontienela proteínaligadora,que sereconstituyeinmediatamenteantesde suutilización)
paraprocedercomosigue:
A) Fase de extracción
Pipetear50 ~1de estándares,controlesy muestrasde pacientesen un tubo de
cristal correctamenteidentificado, y añadira cadauno de ellos 600 ¡tI de un reactivode
alcohol frío compuestopor Etanol/Metanol/2-Propanol(90/5/5)[Reactivodealcohol]. Agitar
en vórtex aproximadamente5 segundosy dejaren hielo durante20 minutos,centrifugándose
posteriormentea 1300 - 1500 x g 15 minutosa 2 - 80C. El sobrenadanteseprocesasegúnel
protocolo siguiente:
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B) Ensayopropiamentedicho (Tabla. 1)
Rotularlos tubos de vidrio de 100 x 75 mmen númerosuficienteparaincluir:
total, ligazón inespecífica(NBS), ligazón máxima (B0), 5 estándares,2 controles y las
muestrasa analizar,todos por duplicado.
Añadir 50 ¡¿1 del reactivode alcohol a los tubos rotuladosdel 1 al 6 (Total,
NBS y B,).
De cada uno de los tubos que contieneel extractode alcohol de los estándares,
controlesy muestrasproblema,transferircuidadosamente50 ¡tI a su tubo correspondiente.
Añadir 20 ¡tI del trazador[25(OH)DH
3] atodoslos tubos. Agitar y cubrircon
papel de aluminio paraevitar suexposicióna la luz.
Reconstituirel reactivoque contienela proteínaligadora.
Añadir600¡tI del tampónNSB alos tubos 1 y 2 (Totales)y 500¡d a los tubos
3 y 4 (NBS).
Añadir 500 ¡tI de la proteínaligadora al restode los tubos. Cubrir con papel
de aluminio e incubardurante3 horasa 2 - 80C.
Durantela última media horade incubación,prepararel reactivode carbón-
dextranoagitándolode forma continuay manteniendoel envaseque lo contieneen hielo
picado,para conseguiruna correctahomogenizaciónantesde transferir 100 ¡tI a todos los
tubos,exceptoa loscorrespondientesalos totales.Agitarvigorosamente incubar20minutos
atemperaturaambiente.
Centrifugara 1300 - 1500x g durante20 minutosa 2 - 813.
Pipetear4,5 mL de líquido de centelleoa los vialesdebidamenteidentificados
a los queseañaden555 ¡tI del sobrenadantede cadauno de los tubos, evitandomover el
precipitado.
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Determinarla radiactividadde cadatubo en el contador13, durante2 minutos
cadauno de ellos.
Los resultadosse expresanen función de B/T, siendo B el contaje del
sobrenadantede cadatubo en desintegracionespor minuto (dpm), y T la mediadel contaje
obtenido en los tubos de actividad total. Se dibuja una curva estándarrepresentandoen
ordenadasB/T y en abcisasla concentraciónde 25(OH)D en ng/mL. Los contajesde los
controlesy suerosproblemaseinterpolanen estacurvaparaconocerla concentraciónde los
mismos.
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2.1 ANTíGENO MARCADO
Se estudiasi el 25(OH)D se ha degradadoduranteel procesode marcajeo si
el tiempo de almacenamientoprovocaunaalteraciónsignificativaen el mismo, porqueen
amboscasosseproduciríaunadisminuciónde su capacidadparaligarseal anticuerpo.
El 25(OH)D marcado se somete a una cromatografíade polaridad en
minicolumna,en un tiempopróximo ala fechade marcajey a la de caducidad.Lascolumnas
utilizadas son cartuchosSep-pak (Waters Española)rellenos de una fase estacionaria
hidrofóbicao no polar (CIB,H); parala fasemóvil se empleandisolventespolaresqueeluyen
la muestra. La selección del relleno y los disolventesutilizados son los adecuadospara
permitir unaelución correctadel 25(OH)D (moléculapolar), y reteneren el cartucholas
fraccionesno deseablesde la muestra.
La técnicaempleadaha sido la siguiente:
1. Acondicionamientode la columnaprevioa la aplicaciónde la muestra,mediantelavados
sucesivosutilizando:
5 mL de n-Hexano
5 mL de 2-Propanol
5 mL de Metanol
5 mL de aguabidestilada
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2. Aplicación de 500~1de 25(OH)Dmarcado,del queserecogeel eluido. Posteriormente
se van aplicandosolventesde polaridadcrecienteen el siguienteorden:
5 mL de aguabidestilada
5 mL de Metanol/H20 al 70%
10 mL de cloruro de Metileno/n-Hexanoal 10%
5 mL de 2-Propanol/n-Hexanoal 1 %
5 mL de 2-Propanol/n-Hexanoal 5%
Los eluidos correspondientesa cadaapartadose recogenpor separado,y se
sometenal contajede su radiactividaddurante5 minutos, representándosesusdpm frenteal
númerodel tubo paraobtenerel perfil de actividad.
2.2 ANTíGENO FRíO<ESTÁNDARES)
El control de calidad del antígenofrío lo hemosrealizado mediante la
cromatografíade una soluciónde estándarde 25(OH)D suministradapor la casacomercial.
Hemospracticadodos tipos de ensayos:
a) Cromatografíade 100 ¡tI de unamezclade estándaresqueseefectuaen las mismas
condicionestécnicasque las expresadasen el apartadoanterior. Tras eluir los distintos
solventesque eliminantodaslas sustanciasdiferentesal 25(OH)D, el eluidocorrespondiente
a los 5 mL de cloruro de Metileno en n-Hexanoal 10%, se recogeen alícuotas de 500
pl/tubomedianteun colectordefracciones.Seconcentranhastatenerun volumenaproximado
de 200 ¡tI/tubo con el que se realiza el análisis competitivo de proteínasligadoraspara,
determinarla concentraciónde 25(OH)D en cadatubo.
b) Se realizael mismo procesoanterior,con una mezclade estándaresen la que se
ha hechouna extracciónpreviaconel reactivode alcohol. Sepipetean400¡tI de estándary
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4800 pl de reactivo de alcohol, se centrigua y el sobrenadanteresultantese aplica en la
columna. Despuésde eliminar las sustanciasno deseadas,se recogeel eluido de 5 mL de
cloruro de Metileno en n-Hexanoal 10% fraccionadoen alícuotasde 500¡tI/tubo, que se
evaporanbajo corriente de nitrógenolíquido y se reconstituyencon 200 ¡tI del reactivode
alcohol, realizándoseposteriormenteel análisisde proteínasligadoras.
2.3 PROTEíNALIGADORA
Setrata de estudiarla cinéticade la unión antígeno- anticuerpoen basea su
constantede asociación
Ka [Ag-Ac] ¡ [Ag][Ac]
Donde [Ag-AcJ es la concentración del complejo antígeno-anticuerpo,[Ag] es la
concentraciónde antígenoy [Ac] la concentraciónde anticuerpoo proteínaligadora.
Esta constanterepresentala actividad potencial del ensayo; se determina




a) Lineal, Indicaqueel anticuerpoeshomogéneo,esdecir,queexisteun solo
tipo de anticuerpocon lugaresde unión igualese independientes.
b) No lineaL Indica que el anticuerpoesheterogéneo,esdecir, que existen
puntosde distintaafinidadpor el antígenoo que aparecenfenómenosde cooperatividad.
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Hemosestudiadodiversosparámetrosque definen a los métodosde análisis
competitivosde proteínasligadoras,de acuerdocon las pautasestablecidaspor la Federación
Internacionalde QuímicaClínica (110,111)y el EuropeanComitteefor Clinical Laboratory
Standards(112).
3.1 ESTUDIO DE LA IMPRECISION
Esteparámetromide la variaciónobservadaentredeterminacionesrepetidasde
unamismamuestra.Tambiénseconocecomo “reproductibilidad”, y puededefinirsecomo
el gradoen queun conjuntode determinacionesde unamismamuestra,coincidecon la media
de esteconjunto.
Losresultadosseexpresancomoun coeficientedevariación(CV = Desviación
estándar/mediax 100).
Hemosestudiadola imprecisiónintra-análisismedianteel análisisde cuatro
sueros con concentracionesdiferentesde 25(OH)D (SuerosA, B, C y D), medidos por
duplicadoen un mismo ensayo,de 10 a 14 vecescadauno de ellos.
La imprecisióninter-análisisde ha valoradocon la determinaciónsucesivade
dossueroscondiferenteconcentraciónde 25(OH)D(SuerosA y E), a lo largode 15 análisis.
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3.2 ESTUDIO DE LA INEXACTITUD
Esteparámetromide la concordanciaentreel valor obtenidoen un ensayoy
el valor verdaderode una sustanciaen una muestra.Secalcula en función de la desviación
porcentualrespectoal valor diana, tomandocomo valor diana, la mediaaritméticade los
resultadosobtenidos.
La inexactitudla hemosevaluadomediantepruebasde recuperación,para lo
cual se ha determinadola concentraciónde un suerocon un nivel conocidode 25(OH)D, al
quehemosañadidocantidadesconocidasde 25(OH)D a partir de unasolución estándar.
33 ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD
La especificidadse define comoel gradoen el que un ensayorespondea
sustanciasdiferentesa aquellasparala queestádiseñado.Conesteparámetrosepretendever
la capacidadde un métodoanalftico, para detectarúnicamentela sustanciaque se quiere
medir, y se evaluamediante:
a) Testde diluciones.Antes del procesode extraccióncon alcohol, hemos
mezcladoun suero humanocon una concentracióndeterminadade 25(OH)D, con una
soluciónde suerofisiológico segúnlas siguientesrazones:4/5, 3/5, 2/5 y 1/5, determinando
posteriormentela concentraciónde 25(OH)Den cadauna de las diluciones.
Tambiénhemosrealizadoel testde dilucionessobreun suerohumano,al que
habíamossometidoa un procesode extraccióncon alcohol,antesde realizarlas diluciones
a razónde 4/5, 3/5, 2/5 y 1/5 con unasoluciónestándarquecontieneO ng/mL de 25(OH)D,
determinandoigualmentela concentraciónde 25(OH)D en cadauna de ellas.
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b) Testde reaccionescruzadas.Se define como la cantidadde sustancia
requeridaparadesplazarel 50% del trazador,bajo condicionesestándardel ensayo.
Lasreaccionescruzadasde análogosdel 25(OH)D, con la proteínaligadora
utilizadapara la determinaciónde estasustancia,seestudianviendo comoafectael exceso
de estosmetabolitosen la cuantificaciónde la misma,para lo cual hemosañadidocantidades
conocidasde 24,25(OH)2D,25,26(OH)2Dy 1 ,25(OH)2D,aunamuestrade sueroconun valor
conocidode 25(OH)D, y hemosobservadosi hay incrementode dicho valor.
3.4 ESTUDIO DEL LIMITE DE DETECCION
El límite de detección ha sido definido por la I.F.C.C. (International
Federationof Clinical Chemistry) y por la I.U.P.A.C. (InternationalUnion of Pure and
Applied Chemistry)con ligerasdiferenciasperoconel mismosentido.La I.F.C.C. lo define
comoel menor resultadoindividual que puededistinguirsede un blancoadecuado,con una
probabilidadpreestablecida(95%). La I.U.P.A.C. lo define comola concentraciónque se
deducede la medidamáspequeñaque se puededetectar,con unacertezarazonable,por un
procedimientoanalíticodeterminado.De las definicionesanteriorespuedededucirseque el
límite de detecciónes directamenteproporcional a la imprecisióndel método analifico a
concentracióncero.
El límite de detecciónlo hemoscalculado, hallandola curva media de los
estándaresde calibracióndel método,obtenidade 15 análisis,y en ella el valor medio ±2
desviacionesestándardel puntocorrespondienteaO ng/mL de25(OH)D, ya que todala zona
comprendidaen eserangode concentraciónseráindistinguible de O ng/mL.
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3.5 INTERVALO ANALíTICO
Es el rangode la curvaestándaro intervalo de concentración,para el que se
puedeaplicar el método sin modificaciones.Los valoresdeberánestarde acuerdocon los
datosesperados,de tal maneraqueéstosse lean en la zonade mássensibilidadde la curva.
3.6 INTERVALO DE REFERENCIA
Consisteen el rangode valoresde un parámetroobtenidosen una población
supuestamentesana.
Hemosobtenidolos valoresde referenciaen relacióncon la edad(3 semanas,
3 meses,6 mesesy 9 mesesde vida) y la estacionalidad(veranoe invierno), y en funciónde
la media ±2DS, despuésde depuraraquellosresultadosque superabanla media + 4D5.
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4.1 FUNDAMENTO DEL METODO
Se trata de un análisiscompetitivode proteínasligadorasproporcionadopor
Nichois Institute Diagnostics,que constade dos fases:
Primerafase.Procesode extraccióndel metabolito 1 ,25(OH)2D a travésde
unacromatografíaen columnacon un cartuchoC18~.
Segundafase. Los extractosresultantesde la faseanterior se incubancon la
proteínaligadorade 1 ,25(OH)2Ddurante1 hora, antesde añadirel 1 ,25(OH)2Dmarcadocon
tritio. Transcurridoel periodode incubación,seañadeunasoluciónde carbón-dextranopara
separarel 1 ,25(OH)2D unidoa la proteínaligadora,del 1 ,25(OH)2D libre. Tras 30 minutos
de incubacióna 4 “C, secentrifugay el sobrenadantese transfierea un vial quecontiene
líquido de centelleo.La radiactividadsemideen un contadorde radiaciones13 y los resultados
se interpolanen la curvaestándar.Los valoresseexpresanen pg/mL de suero,despuésde
realizarunacorrecciónquetieneen cuentala recuperaciónobtenidadel pasopor la columna
de cromatografíaQ8~.
4.2 COMPONENTESDEL ANÁLISIS DE 1,25(OH)2D
La determinaciónde 1 ,25(OH)2D la hemos realizado con los siguientes
reactivossuministradospor Nichols Institute Diagnostics:
- Receptorde 1 ,25(OH)~D procedentede timo de ternera. Dos viales que contienen21 mL
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de soluciónde receptordespuésde su reconstitución.
- Trazador1 ,25(OH)2(
3H-26,27)D.Un vial quecontiene3,4 mL en un buffer de isopropanol
con una actividad < 1 pCi= < 37 kBq de 1 ,25(OH)
2D tritiado.
- Trazadorde recuperación1 ,25(OH)2(
3H-26,27)D.Un vial quecontiene1 ,6 mL de trazador
con una actividad < 1 ¡¡Ci.
- Suspensiónde carbón-dextrano(15 mL).
- Estándarcon O pg/mL de 1 ,25(OH)
2D. Un vial con 6 mL en un buffer de isopropanol.
- Estándaresde 1 ,25(OH)2D.Cincovialesde0,5 mL de un bufferde isopropanolcon25, 50,
100, 200y 400pg/mL de l,25(OH)2D.
- Controles.Dos viales quecontienen1 ,25(OH)2D liofilizado procedentede suerohumano,
a dos concentracionesconocidas.
- Buifer NSB. Un vial liofilizado quese reconstituyecon 6 mL.
- Diluyente del receptorde 1 ,25(OH)2D (45 mL).
- Dithiothreitol. Dos viales con 16 mg.
- 24 minicolumnascromatográficasSep-pakC~.
4.3 REALIZACION DEL ANÁLISIS DE 1 ,25(OH)2D
El análisis constade varias fasesy se realiza a 4
0C, por lo que todos los
reactivosy suerosdepacientes,debende permaneceren un bañodehielo duranteel mismo.
A) Procedimientode extracción(Tabla II)
- Pipetear1 mL de cadacontrol y muestrasde pacientesen un tubo de vidrio de 120 x 75
mm.
- Añadir 50 ¡tI del trazadorde recuperacióna cadatubo, asícomoa dos viales a los que
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añadiremos4,5 mL de líquido de centelleo.Las dpm de estosviales se utilizarán para
calcularlas recuperaciones.Agitar los tubos que contienenlos controlesy muestrascon el
trazador,2 vecesen los siguientes10 minutos.
Añadir 1 mL de Acetonitrilo a cadatubo y agitarvigorosamentedurante30 segundos.
Centrifugara 1300 - 1500 x g a 2-WC durante15 minutos.
Decantarel sobreanadanten un tubo de vidrio de 120 x 75 mm quecontenga1 mL de
fosfato potásico0,4M a pH 10,5 y agitar. Centrifugara 1300 - 1500 x g durante10
minutos a 2-80C.
Guardarel sobrenadanten baño de aguaheladahastael momentode ser decantadoen la
columnaCi
80~ precondicionada.
II) Precondicionamientode las columnasCISOH
Se lleva a cabo en un colector de fracciones.El sistemade vacío debe
permanecercerradomientrasseestánaplicandolas solucionesy tanprontocomoéstashayan
atravesadolas columnas,paraevitar que se sequencon el pasodel aire. El vacío óptimo se
consigueaproximadamentecon 15 incheso 400mm Hg.
El precondicionamientodelas columnas,previoa la aplicacióndelas muestras,
sehacecon las siguientessoluciones:
5 mL de n-Hexano
5 mL de 2-Propanol
5 mL de Metanol
5 mL de aguaultrapura
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Tras su elución, la columna está preparadapara aplicar el sobrenadante
resultantedel procesode extracciónde las muestras.A continuación,se lavan las columnas
con las siguientessoluciones,despreciándoselos eluidos.
5 mL de aguaultrapura
5 mL de Metanol en aguaal 70%
5 mL de Cloruro de Metileno en n-Hexanoal 10%
5 mL de 2-Propanolen n-Hexanoal 1 %
Por último seaplican5 mL de 2-Propanolen n-Hexanoal
el eluido resultante.
Las columnaspuedenutilizarsehastaun máximode tresveces,paralo quese
regenerancon 5 mL de 2-Propanol y se precondicionancomo se ha mencionado
anteriormente.Esteprocesodebese realizarsejustamenteantesde su reutilización.
Si el ensayono puedecompletarseen un día, los extractosprocedentesde las
muestrasse evaporanen el dispositivo pertinente,bajo corriente de aire enriquecidocon
nitrógenoa 5 psi, durante30 a 45 minutos.El tubo que contieneel residuoprocedentede la
evaporaciónse cubre con papel de aluminio, manteniéndosea -20V duranteun tiempo
inferior a unasemana.Inmediatamenteantesde su utilizaciónse reconstituyecon200pl de
estándarde O pg/mL de 1 ,25(OH)2D helado,seagitay semete en hielo. A los 5 minutosse
vuelve a agitar, asegurándonosqueel liquido bañatoda la pareddel tubo, hastael nivel
dondellegabael eluidoantesde ser secadobajocorrientede aireenriquecidoconnitrógeno,
se esperanotros 5 minutosmetido en hielo, para quela reconstituciónseacompleta,y ya
puedecomenzarsel ensayoquese ha de realizardurantelos siguientes30 minutos.
5% recogiéndose
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Secar tajo corriente de N2
Reconstitución















Clor Met/n—Eex 10% (SiL)
2—Prop/n—Hex 1% (SiaL)
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C) Preparación de los reactivos para el análisis de 1 ,25(OH)2D
Hay queconservartodoslos reactivosdesdeel momentode su recepciónhasta
su utilización, a -2frC o temperaturasinferiores,exceptola suspensiónde carbón-dextrano,
el diluyentedel receptory el dithiothreitol queseconservana4
0C, y las columnasC
18~que
han de permanecera temperaturaambiente.
Para la reconstituciónde los reactivosliofilizados se utiliza aguaultrapura
helada, entendiéndosecomo tal, al agua bidestilada que se somete a un proceso de
purificaciónmedianteun sistemaMillipore quecondeneuna unidadde ósmosisinversa,una
unidadde carbónvegetal,dosunidadesde intercambioiónico y unaunidaddefiltración, para
eliminar partículasmayoresde 0,22¡tm, con lo queconseguimosun aguacon unaresistencia
específicaalta, de aproximadamente10 megaU/cm.
Se reconstituyeel reactivocontrol y el buffer NBS con 1 ,5 y 6 mL de agua
ultrapurahelada,respectivamente,y se guardanen un baño dc hielo junto con el restode
reactivosy muestras.
El reactivoque condenela proteínaligadorase reconstituyeinmediatamente
antes de su utilización, con 21 mL del reactivodiluyentey un vial de dithiothreitol.
D) Ensayopropiamentedicho (Tabla III)
Rotularun númerosuficientede tubos de cristal de 100 x 75 mmparaincluir
por duplicado:ligazón inespecifica (NSB), máximaunión (B0), 5 estándares,controlesy
muestrasde pacientes,y colocarlosen un bañode hielo.
Pipetear 50 pl del estándarde O pg/mL de 1 ,25(OH)2D en los tubos
correspondientesa NSB y B0 y 50 ¡tI de cadauno del restode los estándaresen sus tubos
correspondientes.
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Tabla III. Protocolo del método de deterninación de 1,25<011))





































Incubar 1 hora a temperatura ambiente
Pipetear(pl)
Trazador 50 50 50 50 50
Incubar 1 hora a temperatura atiente
Pipetear (pl)
Carbón—dextrano 100 100 100 100 100
meubar 30 irunutos a 40C
Centrifugar 1300—lSOOxg 2Ornmnutos 2-80C
Contaje radiactividad 2 minutos/tubo
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De cada uno de los tubos que contienenel extracto reconstituidode los
controlesy muestrasde pacientes,transferir50 ¡¡1 en sustubos. La mismacantidadsepipetea
aun vial quecontiene4,5 mL delíquido de centelleoparacalcularlas recuperacionesdecada
uno dc los extractos.
Añadir 500 ¡tI del buifer NSB a los tubos de la ligazón inespecifica.Agitar.
Reconstituirel reactivode la proteínaligadoray pipetear500~1en todos los
tubos, exceptoen los de la ligazón inespecífica.Agitar.
Incubara temperaturaambientedurante1 hora.
Ponerlos tubos en hielo durante5 minutosantesde añadir50 ¡xl del trazador
a cadaunode ellos. Agitar, cubrir conpapel de aluminio e incubar a temperaturaambiente
durante1 hora.
En dos vialesde centelleopipetear50 ¡xl del trazador,600 ¡xl del buifer NSB
y 4,5 mL de liquido de centelleo,queserviránparaconocerla radiactividadtotal.
Durantela última mediahora de incubación,prepararel carbón-dextranotal
y comohemosdescritoparala técnicadel 25(OH)D.
Colocarlos tubos en hielo durante5 minutosy posteriormenteañadir 100 ¡tI
de carbón-dextrano.Agitar e incubaren hielo durante30 minutos.
Centrifugara 1300 - 1500 x g 20 minutosa 2 - SC.
Pipetearcuidadosamente605 ¡xl de cadatubo, evitandomoverel precipitado,
a un vial con 4,5 mL dc líquido de centelleoy agitarvigorosamente.
Medir la radiactividadde cadatubo en un contadorB durante2 minutos.
Los resultadosseexpresancomoB/T, siendoB el contajedel sobrenadantede
cadatubo en desintegracionespor minuto (dpm), y T la mediadel contajeobtenidoen los
tubosdeactividadtotal. Sedibuja unacurvarepresentandoen ordenadasB/T y en abcisasla
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concentraciónde 1 ,25(OH)2D en pg/mL. Los contajesde controlesy muestrasse interpolan
en estacurva, paraconocerla concentraciónde 1 ,25(OH)2D de los mismos.
Debido a queeficienciade la extracciónvaríaen las diferentesmuestras,es
necesariorealizarestacorrecciónhallandoelporcentajederecuperaciónen cadaunade ellas,
como sigue:
dpi de la recuperaciónde la muestra
Recuperación= x 100
dpi recuperación total ¡ 4
El resultado final viene determinado por:
Concentración en la gráfica
pg/niL de 1,25(011)2» = : %Recuperación
5
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5.1 ANTíGENO MARCADO
Hemosvalorado la posible alteración del 1 ,25(OH)2D producidaduranteel
procesode marcaje almacenamiento,haciendouna cromatografíaen columnaC, con el
O 8-OH
trazador 1 ,25(OH)2QH-26,27)D,en una fecha próxima al momento del marcaje y de
caducidaddel mismo, siguiendoel mismo procesoque para la valoracióndel 25(OH)D
marcado.Despuésdel precondicionamientode la columna,aplicamos500 pl del trazador,
recogiendoel eluido. Posteriormenterealizamosuna cromatografíacon:
5 mL dc aguaultrapura
5 mL de metanolen aguaultrapuraal 70%
5 mL de cloruro de Metileno en n-l-Iexanoal 10%
5 mL de 2-Propanolen n-Hexanoal 1 %
recogiendoselos eluidospor separado,en un colectorde fracciones.
En último lugar hemosaplicado 10 mL de 2-Propanolen n-Hexanoal 5%,
recogiendoel eluido en alicuotasde 500 ¡tI/tubo.
Dc cadaunodelos tubos consueluldocorrespondiente,hemospipeteado500
¡xl a un vial que contiene 4,5 mL de liquido de centelleopara obtenerel perfil de
radiactividad,enfrentandolas dpm frente al númerode tubo.
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5.2 ANTIGENO FRíO
La valoracióndel antígenofrío la hemosrealizadomedianteunacromatografía
en columnaC180,del estándarde 1 ,25(OH)2Dde mayorconcentración,siguiendolos mismos
pasosque para la valoracióndel antígenocaliente.
Una vez obtenidoslos eluidos, los hemosevaporadobajo corriente de aire
enriquecidacon nitrógeno,para despuésreconstituirloscon 200 ¡xl del estándarde O pg/mL
de 1 ,25(OH)2D,y procederal análisiscompetitivode proteínasligadorasparadeterminarla
concentraciónde 1 ,25(OH)2D de cadatubo.
5.3 PROTEíNA LIGADORA
Paradeterminarsi la proteínaligadorautilizadaen el análisiscompetitivopara
la cuantificación de 1 ,25(OH)2D es homogéneao heterogénea,hemos realizado la
representacióngráfica de B/F frente a 13 Total, mediante una curva de Scatchard
correspondientea la media de 20 curvas, pertenecientesa 20 análisis efectuadosen días
diferentes.
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6.1 ESTUDIO DE LA IMPRECISION
La imprecisiónintra-análisisla hemosdeterminadoa partir del coeficientede
variaciónobtenidode tresmuestrascondiferentesconcentracionesde 1 ,25(OH)2D,procesadas
14 vecesconsecutivasen el mismo análisis(SuerosA, B y C).
La imprecisióninter-análisissedeterminóa partir del coeficientede variación
de los resultadosde dos sueroscon diferenteconcentraciónde 1 ,25(OH)2D (SuerosA y 13),
procesadosdosvecespor análisisdurante10 análisisconsecutivos.El resultadofue la media
de los valoresobtenidosen cadaunode los días.
6.2 ESTUDIO DE LA INEXACTITUD
La inexactitud la hemos calculado comparando los valores teóricos de
1 ,25(OH)~Dconlos valoresobtenidoscon nuestroensayo,expresandoel tantopor ciento de
diferenciaentreellos, segúnla siguientefórmula:
Valor teórico - Valor obtenido
Inexactitud = x 100
Valor teórico
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Paraello hemospartidode un sueroconun valordeterminadode 1 ,25(OH)2D,
al quehemosañadidocantidadesconocidasde 1 ,25(OH)2Dapartir de unasoluciónestándar,
y hemosdeterminadola concentraciónde estemetabolito.
6.3 ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD
La especificidaddel métodoempleadopara la determinacióndc 1 ,25(OH)2D
la hemosestudiadomediante:
A) Testde diluciones
Antes del procesode extracción, hemosdiluido un suero humanocon una
concentraciónde terminadade 1 ,25(OH)2D, con una solución de suero fisiológico para
obtener unas diluciones de 1/5, 2/5, 3/5 y 4/5, determinándoseposteriormentela
concentraciónde 1 ,25(OH)2D de cadauna de ellas.
Tambiénhemosrealizadoestetest con un suero al que hemossometidoal
procesode extraccióncon Acetonitrilo y Fosfatopotásico, y al que posteriormentehemos
diluido con un estándarquecontieneO pg/mL de 1 ,25(OH)2D paraconseguirdilucionesde
1/5, 2/5, 3/5 y 4/5, en las que hemosvaloradola concentraciónde l,25(OH)2D
B) Testde reaccionescruzadas
Hemosestudiadolasposiblesreaccionescruzadasdemetabolitosdela vitamina
D con la proteína ligadora, añadiendo diferentes concentracionesde 25,26(OH)2D,
24,25(OH)2Dy 25(OH)D a un suero con unaconcentraciónconocidade 1 ,25(OH)2D, y
observandola concentraciónde 1 ,25(OH)~D resultanteen cadauno de los casos.
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6.4 ESTUDIO DEL LIMITE DE DETECCION
El límite de deteccióndel método, lo hemoshalladoen función de la curva
mediade los estándaresde calibraciónobtenidadurante20 ensayos.El valor medio ±2
desviacionesestándardel punto correspondientea una concentraciónde O pg/mL de
1 ,25(OH)2Den estacurva, lo hemosconsideradocomoel limite de detecciónparael método,
teniendoen cuentaquela zonacomprendidaen esterangode concentración,esindistinguible
de O pg/mL de 1,25(OH)2D.
6.5 ESTUDIO DEL INTERVALO ANALíTICO
El intervaloanalfticocorrespondeal intervalodeconcentraciónde 1 ,25(OH)2D
en la curva estándar, para el que podemos utilizar este método sin ningún tipo de
modificacióndel mismo.
6.6 INTERVALO DE REFERENCIA
El intervalo de referencia lo hemos calculado analizando los niveles de
1 ,25(OH)2D, en la misma población y en las mismas condicionesque para el caso del
25(OH)D.
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Todaslascunasestándares,controlesy muestrasproblemafueronanalizadas
por duplicadoy en las mismascondiciones.
Paradefinir la muestra,hemosutilizado la media y la desviacióntípica. La
estimaciónde la población a partir de la muestrase efectuó medianteel error estándary
posteriorcorreccióncon la t de Student.Paravalorar la homogeneidadde las muestrasse
realizó el análisis de la varianzay posterior comparaciónmediantela F de Snedecor.Los
datosfueronanalizadosen el programaestadísticoR-SIGMA Basede DatosBioestadística.
HorusHardwareS.A., en un ordenadorpersonalTandon386/25.
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Los datosrecogidosde la bibliografíalos hemosobtenidomediantebúsqueda
manualen el índexMédicus, búsquedasperiódicasen el ordenadormedianteel sistemadel
discoópticodel Medline, y bibliografíaaportadapor los laboratorioscomerciales:Productos
Roche,S.A., Nichols Institute Diagnosticse IzasaS.A.
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En la Tabla IV se muestranlos valores de BIT % (Tanto por ciento de
radiactividad respecto al total) para cada concentración de estándar de 25(OWD,
correspondientesa 10 ensayos.Conestosresultadosrepresentamosunacurvaestándarmedia
en la Figura5, asícomo unacurvaelegidaal azar(Figura 6).
Tabla Lv.— Curva estándar inedia de 25(0ll)D
CURVA ESTARDAR MEDIA DE 25(0H)D
Concentración
<ng/it) 0 4 II 22 50 120
B/T % 34,96 31,51 27,57 22,35 21,50 13,72
34,70 32,95 30,23 24,77 19,27 15,37
34,94 30,56 27,71 20,31 13,21 11,93
35,97 28,78 26,49 20,41 14,64 11,64
36,34 31,99 27,42 22,29 16,32 11,27
36,54 32,88 30,57 25,73 17,40 13,26
33,29 30,76 27,85 22,69 15,43 11,28
34,09 31,99 28,98 23,47 15,81 12,64
34,87 29,12 25,62 20,14 14,56 10,20




35,05 30,95 27,79 22,02 16,24 12,16
0,99 1,51 1,73 1,70 2,50 1,61




























Hg. 6.— Curva estándarelegida al azar de 25(0H)D
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Los valoresmediosdela ligazóninespecificaen losensayosrealizadoshansido
de 0 033 + 0,008, y se ha valoradosustituyendola proteínaligadorade 25(OH)D por un
buffer carentede estemetabolito,añadidoa diez muestrasproblema.
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3.1 Antígenomarcado
El 25(OH)D marcadocon tritio se cromatografíaen columnaCI&oH en un
periodode tiempopróximoa la fechade marcaje( EnsayoA ) y a la fecha de caducidad
(EnsayoE). Serecogen25 tubos de eluidocuyoscontajesderadiactividadse muestranen
la Tabla V y se representanen la Figura7.
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En la TablaVI hemosrecogidolos resultadosdel análisisde unióncompetitiva
conproteínasligadorasde 25(OH)D de los 10 tubos de eluido, trasla cromatografíade una
mezclade25(OH)D, al quehemossometidopreviamenteaun procesodeextracción( Ensayo
A conAcetonitrilo, EnsayoB = con el reactivodealcohol:etanol,metano],isopropanol).

















La Figura8 muestrala concentraciónde 25(OH)D en cadauno de los tubos
del eluido; dondepodemosapreciarque con ambosprocesosde extracción,apareceun pico
de máximaconcentraciónde 25(OH)D entreel segundoy tercer tubo, siendoa partir del
quinto, prácticamenteindetectable.
80









1 2 3 4 6 6 7 8 9 lO
N9 de tubo
















Hemosrealizadola representacióngráficade Scatchardparala curvaestándar
media(n = 10> y paraunacurvaestándarelegidaal azar,segúnlos datosde las TablasVII
y VIII. Posteriormentehemoscalculadolos valoresde las constantesde afinidad a partir de
las curvasde las Figuras9 y 10.
Tabla VII. Valores de la curva de Scatchardinedia de 25(011>0
Ag B/T B F/T B/F
<nq/IL> (tanto por uno) (Aq 6 B/T) <1-B/T) (B/T:F/T)
0 0,3505 0 0,6495 0,5396
4 0,3095 1,238 0,6905 0,4482
11 0,2779 3,056 0,7221 0,3848
22 0,2202 4,844 0,7798 0,2823
50 0,1624 8,120 0,8376 0,1938
120 0,1216 14,592 0,8784 0,1384
Ka =3,28 x l0~ M~1
Kb = 1,05 x 10~ )4~~
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Tabla VIII. Valores de la curva de Scatchard elegida al azar de 25(0H)D
Ag B/T E E/T B/F
(ng/it) (tanto por uno) (Ag 6 B/T) (l—H/T) (B/T:F/T)
0 0,3435 O 0,6565 0,5396
4 0,3105 1,243 0,6845 0,4482
11 0,2811 3,043 0,7196 0,3848
22 0,2198 4,819 0,7811 0,2823
50 0,1665 8,112 0,8296 0,1938
120 0,1222 14,765 0,8467 0,1354
Ka = ~ x 10~ jf’
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4.1 Estudiodc la imprecisión
Losresultadosdela imprecisiónintra-análisisdel métodode determinaciónde
















































































































2 Desv. Est. = 1,09













CV íNTRA-AIIALISIS MEDIO 7,93 %
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La variacióninter-análisishaosciladoentre11,98%y 10,18%,paradossueros
con diferentesconcentracionesde 25(OH>D y analizadospor duplicado durante15 días
diferentes.
La media de la imprecisióninter-análisisha sido de 11,08% (TablaX y
Figura 12).





































3,31 2 Desviac. Estándar 6,6
11,98 CV% 10,18
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4.2 Estudiode la inexactitud
A un suerohumanocon unaconcentracióndeterminadade 25(OH)Dle hemos
añadidodiferentescantidadesde un estándarcon una concentraciónconocidade 25(OH)D,
analizandola concentraciónde estemetabolitoantesy despuésde la adición, y calculandoel
porcentajede recuperaciónque oscilé entre 84,81% y 104,3 % con un valor medio de
94,9 % (TablaXI>.



















RECUPERACIONMEDIA = 94,9 %
de 25(0H>D
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4.3 Estudiode la especificidad
Los test dedilucionesseriadasque hemosllevado a cabo,con unasoluciónse
suero fisiológico (antesdel procesode extraccióncon el reactivode alcohol) y con una
soluciónestándarque contieneO ng/mL de 25(OH)D(despuésdelprocesode extraccióncon
el reactivodealcohol),presentaunaespecificidadadecuadacomose muestraen la Figura13.
Del estudiode las posiblesinterferenciasen la determinaciónde 25(OH)D,
producidasal añadir cantidadescrecientesde diferentesmetabolitos de la vitamina D:
24,25(OH)2D,25,26(OH)~Dy 1 ,25(OH)2Dhemosobtenidolos resultadosquesereflejan en
la Figura 14.
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Hg. 14.— Reaccionescruzadasdel método de 25(011)D






4.4 Límite de detección
El límite de detecciónparael métodoquehemosempleadoen la cuantificación
lo estimamospróximo a 3,5 ng/mL, con un gradode certezadel 95%.
4i Intervalo analítico
El intervalo de concentraciónpara el que podemosaplicar el método, sin
realizarningunamodificación,oscila entre3,5 y 120 ng/mL de 25(OH)D.
4.6 Intervalode referencia
Los niveles séricosde 25(OH)D, a las 3 semanas,fueronsignificativamente
menoresen los niños nacidosduranteel invierno (Grupo B), que en los nacidosduranteel
verano (Grupo A) (o <0,01). Sin embargoa los 6 y 9 mesesla concentraciónsérica de
25(OH)D fue significativamentemayor en los niños del Grupo 13 Q<O,01), no
observándosediferenciasa los 3 meses(TablaXII).
Tabla Xli.— Valores de referencia de 25(0M)D en
en invierno (Grupo B) (ng/iaL)























Mientras en el grupo de niños nacidos en veranola concentraciónde 25(OH)D
se ha mantenido estable delas 3 semanasa los 9 mesesde vida, en el grupode niñosnacidos
en invierno encontramos un incremento significativo de dicha concentración,de las3 semanas







GRUPO A GRUPO E
3 semanas 3 meses 6 meses 9 mesesj
ng. 15.— Evolución de la concentraciónséricade 25(OH)D en los niños nacidos en verano (Grupo A>, y en




A las 3 semanasy 3 mesesde vida, los niños con lactanciaartificial tuvieron
concentraciónsérica de 25(OH)D superior a la de los niños con lactanciamaterna
0,01), pero no hubo diferenciassignificativasa los 6 y 9 meses(TablaXJII).
Respectoal sexo,no encontramosdiferenciassignificativasen la concentración
de 25(OH)D (Tabla XIV).
Tabla XIII.— Valores de referencia de 25(O11)D en los niños alinientados con lactancia natural y en los niños






3 semanas 17,3 ±8,6 26,5 ±12,4 p<0,01
3 ¡eses 24,9 ±8,9 35,0 ±10,0 p<0,01
6 meses 40,3 ±16,7 45,2 ±17,3 NS
9 ¡eses 47,7 ±14,3 42,0 ±15,9 NS
Tabla XIV.— Valores de referencia de 25(OH>D en función del sexo (ng/iaL)
ANOVA
3 semanas NS
3 meses 32,3 ±9,6 33,6 ±11,9 NS
6 meses 45,8 ±17,7 44,1 ±16,7 NS
9 meses 43,5 ±13,8 42,1 ±16,1 NS
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La curvaestándarmediade] método de determinaciónde 1 ,25(OH>2Dse ha
obtenidorepresentandolas concentracionesconocidasde la soluciónestándarde 1 ,25(OH)2D
en abcisas, frente al porcentaje de radiactividadparacadavalor del estándarespectoal total
(B/T % ), en ordenadas.
En la Tabla XV mostramos los valores quehemosobtenidoen 20 ensayos,y
en las Figuras 16 y 17 representamosla curvaestándarmediay unacurvaestándarelegida
al azar.
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Tabla XV. Curva estándar media de l,25(oH)2D
B/T %
CURVA ESTANDAR MEDIA DE l,25(0ff>2D
Concentración
(pq/uL) 0 25 50 100 200 400
Media 28,18 25,89 23,45 18,39 12,18 6,23
2 Besv.Típica 1,38 1,19 1,42 1,13 1,72 1,52
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Hg. 16.— curva estándar media de 1,25(Ofl2D
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pg/mL
Hg. 17.— Curva estándar elegida al azar de l,25(OH)2D
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La media obtenida de los valores de la unión inespecíficade 20 ensayos
realizados, ha sido de 0,031 ±0,010 %.
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Hemos cromatografiado en columna C ,~ el 1,25(OH)2Dtritiado segúnlas
expresadas en el capítulo de Material y Métodos, en una fecha próxima al
l,25(OH)2D (EnsayoA) y a la caducidaddel mismo (Ensayo13).
La radiactividaden dpm, recogidaen cadaunode los 25 tubos deleluido, se
Tabla XVI que secorrespondeconla Figura 18.
loo































































































































































10 15 20 25
N~ de tubo
Hg. 18.— Control del l,25(Off>2D marcado
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7.2 Antígenofrío
Los resultadosdel control de calidaddel estándarde 1 ,25(OH)2D,los hemos
recogidoen la Tabla XVII, dondeaparecenlos pg/mL obtenidoscon al análisis de unión
competitivade los 10 tubos del eluido, recogido tras la cromatografíade dicho estándar,
realizadoen dosocasiones(EnsayoA y Ensayo13).

















En la Figura 19 hemosrepresentadola concentraciónde 1 ,25(OH)2Dde cada
tubo, dondepodemosobservar,en los dosanálisisrealizadosen díasdiferentes,queel pico
máximo de estemetabolitono marcadoeluye en los tres tubos primeros,siendoen el resto
indetectable.
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Parala valoraciónde la proteínadelos receptoresde timo deternerautilizada
para la determinaciónde 1 ,25(OH)2D, hemos realizadouna representacióngráfica de
Scatchard, resultante de la curva estándar media de 20 ensayos,asícomo, la correspondiente
a un ensayoelegidoal azar,con los datosquepresentamosen la TablasXVIII y XIX.
Tabla XVIII.— Valores de la curva de Scatcbard inedia de l,25(OH)2D
Ag B/T B F/T B/F
(pq/mL) (tanto por uno> (Aq ó B/T) (l-B/T) (B/T:F/T)
0 0,3136 0 0,6864 0,4568
25 0,2889 7,2225 0,7111 0,4063
50 0,2618 13,0933 0,7382 0,3546
100 0,2140 21,4055 0,7860 0,2722
200 0,1542 30,8433 0,8458 0,1823
400 0,0948 37,9200 0,9052 0,1047
= 4 X 10~ ¡(1
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Tabla XIX.— Valores de la curva de Scatchard elegida al azar de l,25(0H)2D
Lasfuncioneslinealesrepresentadasen la Figura20 y 21, nospermiteestimar
el valor de la constantede afinidad,que esdel mismo orden,en amboscasos.
Ag B/T B F/T B/F
(pg/mL) (tanto por uno> (Aq ó B/T) (1-B/T) (B/T:F/T)
0 0,2935 0 0,7065 0,4154
25 0,2660 6,6500 0,7340 0,3624
50 0,2319 11,5950 0,7681 0,3019
100 0.1999 19,9900 0,8001 0,2498
200 0,1317 26,3400 0,8683 0,1517
400 0,0863 34,5200 0,9137 0,0944
= 3,89 x 1& (1
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8.1 Estudiode la imprecisión
La imprecisiónintra-análisisla hemosdeterminadoa partir del coeficientede










































































-4 41 * 4+
N~ muestras
~1
41 Suero A [3 Suero B + Suero C
__ ___ ------4


























La imprecisión inter-análisisla hemosdeterminadoa partir del coeficientede
variación( % ) de los resultadosde dosmuestrasde diferenteconcentraciónde ¶ ,25(OH)2D,
procesadasdos vecescadadía, en diez análisis diferentes.Los resultadosobtenidoshan
osciladoentre10,19%y 11,25%, conunaimprecisióninter-análisismediade 10,72% (Tabla
XXI y Figura23).















2,60 2 Desviac. Estándar 3,64
11,25 CV % 10,19





























8.2 Estudiode la inexactitud
Para estudiar la inexactitud del análisis de competición proteica de
hemosañadido antes de realizar el ensayo, diferentes cantidades de este
un suero con concentración conocida de 1 ,25(OH)2D, encontrándose
comprendidasentre96,7%y 102,3% (TablaXXII).
Tabla XXII.- Análisis de la inexactitud del método de determinación de l,25(OH)2D

















8.3 Estudiode la especificidad
Paraestudiarla especificidad,hemosrealizadoun testde dilucionesseriadas,
añadiendosuerofisiológico aunamuestrade suerohumano(antesde efectuarel procesode
extracción)o unasoluciónestándarqueconteníaO pg/mLde 1 ,25(OH)2D(despuésde realizar
]a extracción), obteniendo los resultados quese muestranen la Figura24.
Tambiénhemosestudiadolas interferenciasproducidasen la determinaciónde
1,25(OH)2D,cuandoañadíamoscantidadescrecientesde otros metabolitosde la vitamina D,
químicamente relacionados con él, como: 25(OH)D, 24,25(OH)2D y 25,26(OH)2D (Figura
25).
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Fig. 25.— Test de reacciones cruzadas del método de determinación de 1,25(0H)2D













8.4 Límite de detección
El valor medio + dosdesviacionesestándar,quehemosobtenidoen el punto
correspondientea O pg/mL de 1 ,25(OH)2D, en la curva estándarmedia resultantede 20
análisis, ha sido aproximadamentede 4,5 pg/mL de 1 ,25(OH)~D.
8.5 Intervaloanalítico
El intervaloanalíticodeconcentraciónparael quepodemosaplicarel método
sin modificaciones,oscila entre4,5 pgfmL y 400 pgfmL de 1 ,25(OH)~D.
8.6 Intervalodereferencia
No hubo diferencias significativas en los nivelesséricosde 1 ,25(OH)2D a las
3 semanas ni a los 3 meses,entrelos niñosnacidosen verano(GrupoA) y los niños nacidos
en invierno (Grupo B). A los 6 y 9 mesesde vida, los niñosdel Grupo13 presentaroniveles
séricos de 1 ,25(OH)2D superiores a los del Grupo A (o<0,01) (TablaXXIII).
Tabla XXIII.— Valores de referencia de 1,25(011)2» en los niños nacidos en
nacidos en invierno (Grupo B) (pq/mL)























Hemos encontradoun incremento significativo de la concentraciónde
1,25(OH)2Dde las 3 semanasa los 3 mesesde vida (o<0,0l). De los 3 mesesa los 9 meses,
los nivelesde 1 ,25(OH)2Dsemantienenestablesen el grupodeniñosnacidosen verano,pero
en los niños nacidosen invierno seproduceun incrementosignificativo de dichosnivelesde






GRUPO A GRUPO 6
<~ semanas ~ 3 meses LI]e meses 9 meses
Hg. 26.— Evolución de los niveles séricos de l,25(011)2D en los niños nacidos en verano (Grupo A), y en
los niños nacidos en invierno (Grupo B)
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No hemos observado diferencias significativas en la concentración de
1 ,25(OH)2D, ni en relación con la alimentación(TablaXXIV) ni con el sexo (TablaXXV).
Tabla XXIV. Valores de referencia de l,25(OH)2D en los niños alimentados con lactancia natural y en los






3 semanas 42,1 ±16,4 44,6 ±15,7 Ns
3 meses 56,0 ±14,7 61,9 ±16,0 NS
6 meses 64,8 ±17,8 66,3 ±18,6 NS
9 meses 75,2 ±17,3 67,3 ±19,6 NS
Tabla XXV.— Valores de referencia de 1,25(011)2D en función del sexo (pg/nL)
NUlOS NUlAS ANOVA
n=29 n=23
3 semanas 45,5 ±16,5 39,8 ±14,3 NS
3 meses 61,8 ±14,6 59,0 ±13,9 NS
6 meses 68,4 ±19,0 64,8 + 153 NS




El conocimientodel metabolismoy del mecanismode acciónde la vitamina
D tiene gran importancia, no sólo desdeel punto de vista nutricional y fisiológico, sino
tambiénpor su aplicaciónal estudiode la fisiopatologíade las alteracionesdel metabolismo
óseoy mineral (113).
En el laboratoriono sedisponede métodossencillospara la cuantificaciónde
la vitamina D y de susmetabolitos;suconcentraciónbajaen sangrey su solubilidadescasa,
son las dificultadesmayoresparaun análisispreciso.
Lasprimerasdeterminacionesde vitamina D serealizabanfundamentalmente
mediantebioensayos.Con el “Test de la lfnea” se valorabala actividadde la vitamina D y
de sus metabolitosen las ratas(114). Otrosmétodos “in vivo” sebasabanen la valoración
de los efectosde la vitaminaD sobreel transporteintestinalde calcioo sumovilizacióndesde
el hueso (115,116). También se utilizaba la cuantificacióndel calcio en la ceniza de los
huesos,como marcadorde la actividad de la vitamina D. Todos estos bioensayosse
empleabanpara determinarel potencial biológico de nuevospreparadosde vitamina D
sintética,y el contenidodevitaminaD procedentedediferentesalimentossuplementadoscon
estasustancia.Sin embargo,no eranútiles paracuantificarlos nivelesde estahormonaen
el suerohumano.Además,trasel conocimientode que la vitaminaD tiene quehidroxilarse
antesde ser biológicamenteactiva, las alteracionesdel calcio, fósforo y metabolismoóseo




fijación competitiva (117,118) que continuan siendo los métodos más utilizados. Están
basadosen el hecho de que los metabolitosde la vitamina 1) van transportadosen sangre
unidos a una proteínaespecífica, la proteínaligadora de vitamina D (DBP) (119) cuya
concentraciónsérica(alrededorde 6 x 10~ M) excedea la concentraciónséricade 25(OH)D
(alrededorde4 x 1O~ M) por lo queseencuentrasaturadaentre1 y 3 % (120) y por tanto,
circula en su mayoríaen forma de apoDBP. Cadamolécula de proteínatiene un sitio de
unión específicopara la vitamina D (119), con una afinidad alta parael colecalciferol,
25(OH)D, 1,25(OH)2D y 24,25(OH)2D (121), siendo la afinidad para el 25(OH)D y
24,25(OH)2D(Ka 6.4 x ~ ~M) mayor queparael colecalciferol(K. = 4.3 x 10 ~‘ M) y
el 1,25(OH)2D(K~ = 3.4 x 10 M).
El métododeunióncompetitivasebasaen la uniónreversibleno covalentede
unamoléculapequeñao ligando, con unaproteínade unión específica,queposee afinidad
por la moléculacon la quereacciona.
El rasgomolecularde las proteínasde unión que haceque puedanutilizarse
en análisis cuantitativos, es su capacidadde fijar compuestoscon un grado alto de
especificidady afinidad. En la reacciónentrelas proteínasde unióny el ligando, existeuna
constantede asociaciónK~ que se define en función de las concentracionesmolaresM’ o
L/mol. Cuantomayores K mayor es la afinidadde la proteínapor el ligando.
La descripciónde estareacciónpuedeexpresarsemediantela representación
gráfica de Scatchard,queha sido la utilizadaparavalorar la proteínaligadorade 25(OH)D
en nuestroanálisis.
En el ensayode unióncompetitivasevan añadiendocantidadescrecientesde
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un ligandono marcado,a mezclasde reacciónque contienencantidadesconocidasde ligando
marcadoy de proteffia de unión específica.El ligandono marcadocompitecon el marcado
por los sitios de uniónconla proteínaligadora.La concentraciónde los sitiosdeunión esun
factor limitante con respectoal ligando total que seencuentraen excesoen la solución.
Representandoel porcentajede ligando combinadomarcado,en funciónde la concentración
de ligando no marcadoseobtieneunacurva “dosis-respuesta’o curvaestándar.
Comoligandono marcadohemosempleado25(OH)D sintético,estableabajas
temperaturas,y comoligandomarcado,al igual queotrosautores(122,123),hemosutilizado
[26,27-metil-3H]25(OH)D3. El tritio es consideradocomoun buenmarcadoral teneruna
actividadespecíficaalta y producir una grancantidadde energía;emitepartículasfi que se
puedenmedir en contadoresde centelleo líquido mediante la liberación de fotones en el
medio, utilizando el disolventeadecuado.
La proteínaligadora de vitamina D de muchasespeciesanimalespresenta
propiedadesfijadoras similares a la del hombre, lo que amplía las posiblesfuentes de
obtencióndel reactivode fijación. Haddady Chyu (124), emplearoninicialmenteel citosol
de riñón de ratas raquíticasque ha sido posteriormenteutilizado por diferentesautores
(125,126).Tambiénse ha empleadoel suerode ratasalimentadas,al menosdurantecuatro
semanas, con dieta semisintéticadeficiente en vitamina D (127,128), y el plasmade
pacientescon osteomalacia(129,130). Posteriormentese comprobóque no era necesario
obtenerla proteína ligadora de humanoso animalescarentesde vitamina D, ya que los
metabolitosde la vitamina D endógenaocupansóloun númeroreducidode sitios de unión,
por lo quesehanobtenidoproteínasligadorasde riñón de ratasana(131,132)y de suerode
humanosno deficientesde vitamina 1) (133).
La proteína ligadora de 25(OH)D fija también 1,25(011)21) (134),
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24,25(011)21)y colecalciferol; tiene por tanto baja especificidad, que también se ve
comprometidapor la interferenciadelípidos no específicosdel suero.Por ello la valoración
de la concentraciónde 25(011)1)en extractoscrudosde suero medianteensayode fijación
competitiva, proporcionavaloresmás elevados que los observadoscuandose realiza una
extracción o cromatografíaprevia al ensayo(127). En este sentido, se han desarrollado
diferentesprocesosde extraccióny purificaciónpreviosala cuantificación.Parala extracción
se han empleado como solventes: diclorometano (135), cloruro de metileno-metanol
(136,137,138),dietileter,acetonitrilo(139), metanol(140) y metilcyanida(141) entreotros.
Parala purificaciónse ha utilizado cromatografíadecapafma (129), cromatografíaa través
de LH-20 seguidade unapurificación por HPLC (136,142)o por cromatografíacon C18
(128). Nosotros, al igual que otros autoreshemosutilizado un método de extracciónde
25(OH)Ddel plasmacon etanol,que no necesitauna purificacióncromatográficaposterior,
previa a la cuantificacióncon análisisde proteínasligadoras(128,130).
Ademásde los ensayosde fijación competitiva para la cuantificación de
25(OH)Den suero,sehanempleadoconbuenosresultadosmétodosbasadosen cromatografía
líquida dealta resolución(HPLC). Enestosmétodosla exactituddependede la eficienciade
la separacióndel 25(OH)D de los lípidos contaminantes y del restode metabolitosde la
vitamina 1). Debido a que la sensibilidad limitada de los detectoresconvencionales
ultravioletaestáa nivel de pocosnanogramos,estosmétodosprecisanengeneral, volúmenes
mayoresde muestra,de 2 a 4 mL de suero (136,139,141),que los necesariospara los
ensayosde unión competitiva (127,130,131).Nosotroshemosutilizado un volumen de
muestrade 50 ¿l, similar a otrosautores(128). Estehechopuedeser interesantea la hora
de elegirun métodoparavalorarlos nivelesde 25(011)1)en la poblacióninfantil, dondees
más problemáticala consecuciónde la muestra, sobre todo si ésta suponeimportantes
124
volúmenesparaestetipo de población.
En los procedimientosde HPLC, el suero se equilibra con el trazador‘11-
25(011)1), para determinar la recuperacióndel esterol durante la extracción y la
cromatografía.El 25(OH)D se fraccionapreviamentepor cromatografíaen columnao por
HPLC (136,141).La separacióny determinaciónfinal serealizamedianteHPLC encolumnas
conmicropartículasde sílice (109,123)o sílice y C18 (139). La detecciónselleva a cabopor
espectroscopiaultravioleta, utilizando un filtro de 254 nm. La concentraciónse calcula
relacionandoel áreadel pico de la muestra desconocida,con una curva de calibración
generadapor HPLC de cantidadesconocidasde 25(OH)D.
El radioinmunoanálisistambiénsehautilizadocomométododecuantificación
de 25(OH)D, una vez queha sido separadodel restode metabolitosde la vitamina 1), por
diferentesmétodosde extracción(143,144).
Los ensayospor HPLC, si bien son precisosy exactos,son laboriososy
costososy estánlimitados en granpartea los laboratoriosde investigación,ya que pueden
ofrecer ciertas ventajassobre los ensayosde fijación competitiva. Es posible, mediante
columnasapropiadas,separar la forma natural25(011)1)3, de la sintética25(011)11)2, y así
medir la vitaminaexógenafrente a la endógena(128).
La falta de disponibilidadde estándaresde metabolitosde la vitamina D~, la
movilidad cromatográficadiferente entre análogosde la vitamina D, y la vitamina D, y la
distinta afinidadde las proteínasde unión y de los receptorespor los metabolitos1), y D,
(135), ha supuestouna infraestimaciónuie los metabolitosde la vitamina D2. Sin embargo,
teniendoen cuentaque los nietabolitosderivadosdel colecalciferolrepresentanel 90-95
7o
del total de vitamina 1), este hecho no tiene implicacionesclínicas, salvo en aquellas
condicionesespecialesdondehayaun aporteextremadamentealto de vitamina D, (142).
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El 25(011)1)es el metabolitode la vitamina 1) másabundantey de vida media
prolongada,no tieneunaacciónfisiológicaimportantepor sf mismo,peroesel precursordel
metabolitobiológicamenteactivo. La determinacióndesuconcentraciónséricatienemuchas
implicacionesclínicaspotenciales,especialmenten la detecciónde posibleintoxicacióno
déficit de vitaminaD, ya quees el mejor indicede la reservade estahormonaproducidade
forma endógenao a partir del aportedietético.
Actualmenteno existenprocedimientosdereferenciapara la determinaciónde
25(OH)Dy 1,25(OH)2D. Confrecuencia,la eleccióndel método particulardependede las
posibilidadestécnicasy de la informaciónquesepretendaobtener.En el casodel25(011)1),
paraunavaloraciónrápidadel estadode la vitamina1), la mayoríade los autoresseinclinan
por los ensayosde fijación competitiva, que en algunos casos son precedidospor una
cromatografía,ya que en general,existe una buena correlación entre los métodosque
cuantifican25(OH)D medianteHPLC, y los que lo hacenmedianteproteínasligadoras.
Durantelos últimos añossehan puestoen prácticam¿todosde cuantificación
de 25(011)1)de los extractosetanólicosdel suero. Basándonosen estos hechos,hemos
validadoen nuestrolaboratoriounatécnicadecuantificaciónde estemetabolitoconel fm de
determinarsusvaloresde referenciadurantelas primerasetapasde la vida, en funciónde la
estacionalidad,la alimentacióny las característicasambientalesde nuestromedio.Paraello
hemosutilizado un volumen de muestrapequeño,de 50 jA de suero,sobre el quehemos
realizadoun procedimientode extraccióncon 600 ¡LI de un reactivo alcohólico (Etanol-
Metanol-Isopropanol95:5:5)parasepararproteínasy sustanciasqueproduceninterferencias
en la cuantificaciónde 25(011)1). Coneste métodotambiéndetectamosmetabolitosde la
vitamina1) dihidroxilados,como24,25(011)21),25,26(OH)~Dy 1,25(011)21).Sin embargo,
la concentraciónfisiológica de estosmetabolitosesinsignificanteen comparacióncon la del
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25(011)1),por lo que la seguridadclínica, tanto en el seguimientode deficienciascomo de
intoxicaciónpor vitamina D, no se ve comprometidapor la valoraciónde estos metabolitos
dihidroxiladoscon estemétododirecto.
La representaciónde la curva estándar que hemos utilizado para la
determinaciónde 25(011)1), es la que enfrenta las diferentes concentracionesde los
calibradores(eje de abcisas),con su porcentajede uniónrespectoa la uniónmáxima(eje de
ordenadas),quepresentaunaligazón inespecíficade 0 033 + 0,008 %, por lo que la unión
de la proteína ligadora de 25(OH)D a sustanciasinespecificas, puede considerarse
despreciable.
Por otro lado,el control de calidadde los reactivosutilizadosen estemétodo,
demuestrasu idoneidadparala cuantificaciónde 25(011)1). La cromatografíaen C10~ del
25(OH)1)tritiado, ponede manifiestoqueno existenformasdegradadasdel mismo, ya que
la radiactividadserecogeen formade un piconeto,no observándoseunadegradacióndurante
el almacenamientodesdesurecepciónen nuestrolaboratorio,hastauna fecha próxima a su
caducidad,comosecompruebaen la Figura7, lo quenos garantizasu validez durantetodo
esteperiodo.
Así mismo,el 25(OH)Dutilizadocomoestándar,trassucromatografíamuestra
un pico de concentraciónmáximaentreel segundoy tercertubo del eluido, tantocuandoel
análisisde ligazón competitivaserealiza con el estándarquese ha sometidopreviamentea
unaextracciónconAcetonitriloy Fosfatopotásico,comocuandoseempleaparalaextracción
la mezcladel reactivode alcohol (Etanol-Metanol-2-Propanol).
El estudio de la proteína ligadora de 25(OH)D utilizada en el ensayo,
proporcionaun gráfico de Scatcharden forma de curva(Figuras 9 y 10), lo que nos indica
que se trata de unaproteínaligadora heterogénea,que presentamás de un sitio de unión
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antigénicoconel 25(011)1).La poblacióndeproteínaligadoraconunaalta afinidadparaeste
metabolitotieneunaK, = 3.28x l0~ M1 y la poblaciónde bajaafinidadtieneunaKb = 1.05
x 10~ M1. Estaspoblacionesdiferentesde proteínasligadorasvaríanen suafinidadpor fijar
el ligandoy de reconocerlos distintossitios de su superficie,de ahíla heterogeneidade la
misma.
Al igual quelo observadoporotrosautores(130), el estudiode las reacciones
cruzadasde la proteína ligadora de 25(OH)D con otros metabolitosde la vitamina D,
demuestrauna especificidadadecuada,sobretodo teniendoen cuentaque los metabolitos
dihidroxilados se encuentranen sangre,en condicionesnormales,a unasconcentraciones
muchomásbajasqueel 25(OH)1),por lo queaunqueconestemétodoestemoscuantificando
algo de 24,25(011)21)o 25,26(OH)
21)comosi fuera 25(OH)D, estono tiene implicaciones
diagnósticaspuestoque el incrementoserámínimo.
En el estudiode imprecisiónhemosobtenidounoscoeficientesde variación
comparablesa otras metodologías(129,130), y consideramosque una imprecisión total
inferior al 10 % (CV intra-análisis= 7.93 56 y CV inter-análisis= 11.08 56) esaceptable
paraun inmunoensayo.
El límite de detecciónde 25(OH)D para métodos de proteínasligadoras
publicadopor diferentesautores,oscilaentre4 ng/ntenel análisisdeHaddady Chyu (124),
a 0.5 ng/mL en el de Belsey y cols (127). Un límite de detecciónbajo permiteun estudio
mejor de lassituacionesdedéficit de vitaminaD, y evitala necesidadde grandesvolúmenes
de muestra.El límite de detecciónde 25(011)1)quehemosconseguidocon nuestrométodo
ha sidode 3.5 ng/mL con un volumende suerode 50 ¡LI. La sensibilidadpodríamejorarse
aumentandoel volumende la muestra,peroestono parecesernecesariode forma rutinaria,
ya que la concentraciónde 25(011)1)suele serbastantesuperiora 3.5 ng/mL.
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La inexactitud que hemos observadoen el método de cuantificaciónde
25(011)1), al añadirunaconcentraciónconocidade estemetabolitoa un suerohumano,ha
osciladoentre84.8 56 y 104.3 56, con un valor medio de 94.9 56, por lo que puedeser
considerado como un método tan exacto como el descrito por otros autores
(123,129,130,131,133).
El intervaloanalíticode estemétodohaosciladoentre3.5 ng/mLy 130ng/mL
de 25(011)1), entre cuyo rango puede utilizarse con seguridadpara el diagnósticoy
seguimientode deficienciase intoxicacionesde vitamina D.
Los distintosestudiospracticados,ponende manifiestoque se trata de un
método correcto para la cuantificación de 25(011)1), que no requiere instrumental de
laboratorio complejo, y que al necesitarpoco volumen de muestra es idóneo para su
aplicaciónen la poblacióninfantil, aventajandoen estesentidoa los métodosqueprecisande
técnicasde HPLC.
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Descubrimientosimportantesdurantelos últimos añoshan establecidoque el
1,25(011)21) es la hormona sintetizadaen el riñón, que juega un papel crucial en la
mineralizacióny en el metabolismoóseo. La concentraciónde este metabolito, varíaen
situaciones fisiológicas cuando los requerimientosde calcio están aumentados,y en
alteracionesdel metabolismomineral y esquelético(35,145,146).Además,el 1 ,25(OH)2D
tambiénseutiliza comoagenteterapéutico.Portodo esto, la valoraciónde suconcentración
ha adquirido gran importanciaparael diagnósticoy manejode pacientescon una amplia
variedadde enfermedades.La concentraciónséricade 1 ,25(OH)2D es muy baja, del orden
de picogramos/nÉ.(1 ~ M), mientrasque otrosmetabolitosrelacionadosquímicamentecon
él, como el 25(014)1), 24,25(011)21)y la propia vitamina 1) circulan en cantidadesde
nanogramos/mL(10’ - 1 0~ M), lo que suponeun problematécnicoa la hora de valorar su
concentración(147).
Parala cuantificaciónde 1 ,25(OH)2Dsehandesarrolladodiferentesmétodos;




preparadosen ovejas o conejos frente a un conjugado de 1,25(0H)2-vitaminaDr25-
hemisuccinato-AR.Estos anticuerposteníanun título y afinidadaltos parael 1,25(OH),D,
pero también presentabanuna reacción cruzadasignificativa con otros metabolitosde la
vitamina 1), principalmentecon el 25(OH)D. Inmunizacionesposteriorescon éstey otros
antígenoshan proporcionadoanticuerposmásselectivos,quepermitenel desarrollode RíA
másespecíficos(151). La vitamina D seextraeinicialmentecon solventesorgánicosa partir
de 1 a 2 ¡nL de suero,seprefraccionacon cartuchosSep-pak(sflice o C,8) y finalmentese
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purifica por HPLC en columnasde micropartículasde sílice. El RIA se lleva a cabo
incubandolas muestrasa analizar,los estándaresde 1 ,25(0l-1)2Dy el trazador(1,25(OH)2D
marcadocon tritio), con el anticuerpodurante 14 a 16 horas a 4
0C. Las fraccionesde
1 ,25(OH)2D fijada y libre, se separanpor tratamientocon carbónrecubiertode dextrano.
Una ventaja del método de RíA con respecto a los métodos con
radiorreceptores,es que utiliza un reactivode fijación estable,un anticuerpo.Sin embargo,
el grado de especificidadde los anticuerpos,no es tan bueno como el de los receptores
proteicosnaturalesutilizadosen los ensayosconradiorreceptor.En consecuencia,senecesita
unapurificaciónpor HPLC de la vitamina1) paraasegurarla correctaespecificidaddel RíA.
La falta de derivadosadecuadospara la generaciónde anticuerposespecíficoshace,quepor
el momento, el RíA no seauna técnicade elecciónpara la cuantificaciónde 1,25(011)21),
aunqueen los últimos añosse ha avanzandomuchoen estecampo.
En general,los métodosmásutilizadosparala valoraciónde 1 ,25(0H)2Dson
los queutilizan proteínasligadorasde vitamina1) procedentesdediferentestejidosanimales.
Se ha utilizado el receptorprocedentede intestino de pollos raqufticos, que se obtiene
medianteun procesolaborioso(152). Trasmantenera los polloscon una dietadeficienteen
25(011)1)hastasu sacrificiopor decapitacióna las 9-12 semanas,seresecael duodenoy se
lava con un tampón de fostato potásico0.05 M y cloruro potásico0.057 M a pH 7.4,
manteniendoel tejido a 40 C durantetodo el proceso.Se elimina la serosa,y la mucosase
homogenizacon el tampón centrifugándosea 2000 xg durante10 minutos, descartandoel
sobrenadante.Seresuspendel pelletdosvecesconsecutivascontampón,y secentrifuga.El
pelletresultantese resuspenden tampóny se vuelve a homogenizara 0~ C en un baño de
hielo. Se centrifugaa 226600 xg durante45 minutos, seelimina la capa de lípidos y se
recoge el citosol, que se congela en un baño de hielo seco y acetona.Se liofihiza y se
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almacenabajo corriente de Nitrógeno a ~200C hastael momentode su utilización. Esta
técnicaha sufrido diferentesmodificacioneshastaconseguirun métodomásidóneoy menos
laborioso (135,142,153),aunquetiene el inconvenientede que la proteína receptoradel
intestino depoíío,es relativamenteinestabley debede prepararsecon frecuencia.
En 1982,Reinhardty col. (154)demostraronqueel timodeternerapresentaba
receptoresparael 1 ,25(011)2Dsimilaresa los receptorespara esta hormona,presentesen
otros tejidos y animales. Para su obtención se utiliza el timo de terneras con edad
comprendidaentre5 y 20 semanasque selava con suerosalino heladoy secortaen cubos
de unos2 cm
3. Secongelanen Nitrógenoliquido y sealmacenana -56~ C hastael momento
de su utilización. En estascondicionesel receptorparael 1 ,25(0H)~1)conservasuactividad
duranteun año. Los timoscongeladoso frescos seprocesana 40 C, homogenizándosenun
tampónque contienetris-CIH 50 mM, ClK 500 mM, ditiotreitol 5 mM, Na
2MoO4-2H2010
mM y EDTA 1.5 mM apH 7.5 durante20 segundos.El homogenadosecentrifugaa 300000
xg durante1 hora, recogiéndosel citosol, quese fraccionapor la adiciónlentade (NH4)2504
a 35% de saturación.El citosol sehomogenizade forma suave30-60 minutosy secentrifuga
a20000xg 20 minutos.Trasdecantarel sobrenadante,el pelletsealmacenaa~20oC. Antes
de su utilización se redisuelveen el tampón anteriormentecitado (133).
El ensayode fijación competitivaimplica la preincubaciónde los estándares
de 1 ,25(OH)21) no marcadoy de las muestrasa analizarcon el receptor(durante1 hora a
250 C), seguidade la adición deltrazadory deunanuevaincubaciónde 1 hora.La separación
del ~H-l,25(OH)2D fijado del libre, se realiza por tratamientocon carbónrecubiertocon
dextrano y centrifugación. Se determinala cantidad de 1 ,25(OH)2D unido en base a la
radiactividaddel sobrenadante,que está inversamenterelacionadacon la concentraciónde
1,25(011)21)presenteen la muestra.
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Aunque la afinidad del receptorparael 1 ,25(OH)2D esde 500 a 1000 veces
superiorqueparael 25(OH)D(154), la concentracióncirculantede esteúltimo esmayorque
la del 1 ,25(0H)~1). En consecuencia,en gran partede los trabajospublicadosse emplean
diferentesprocedimientosparaconseguirla extraccióny purificacióndel 1 ,25(011)21)antes
de realizarel análisis de fijación competitiva. Para la fase de extracciónse han utilizado
Acetonitrilo (155), Benceno(144), Metanol/Agua(123), 1)ietil-éter (153) y Diclorometano
(135)entreotros. Tras la extracciónserealizaunapurificaciónparasepararel 1 ,25(OH)2D
del restode los metabolitosde la vitamina1), quepuedeninterferir en su cuantificación.Para
esto se han utilizado diferentesprocesosy solventes, la mayoríabasadosen la HPLC
(156,157,158).Estospasoscromatográficosparaaislar el metabolito,tienen unaseriede
inconvenientesya que alarganel tiempo empleadopara su realización, precisande una
tecnologíainstrumentalno disponibleen la mayoríade los laboratoriosclínicos y requieren
volúmenesde suerode 3 a 20 mL (135,136,142).
Paraobviarestosproblemas,Reinhardty cols. en 1986(159) desarrollaronun
métodopara la valoraciónde 1 ,25(OH)2D en suero,queno necesitade HPLC. Basándonos
en estos hechos,hemospuestoa punto en nuestrolaboratorio una metodologíasimilar,
dirigida fundamentalmentea la poblacióninfantil, enla quehemosestablecidolos valoresde
referenciade 1,25(011)21)conestemétodoy en nuestrasituación,durantelosprimerosmeses
de la vida, por sus posibles implicaciones diagnósticasy nutricionales.Para ello hemos
utilizadoel receptorde 1 ,25(OH)2Dobtenidode timodeternera,unaextracciónen fasesólida
del metabolitode las muestrasde suero, y hemosañadidouna extracciónen fase sólida
reversaseguidade unapurificación en fasenormal en un cartuchoC18~~, que ya ha sido
utilizadapor otrosautores(155).
Estatécnicapermitela extraccióny purificaciónenun cartuchoúnico,consigue
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extraercl 1 ,25(OH)2Deficazmentey separarlode otrassustanciaslipofilicas queinterfieren
con la cuantificación mediante análisis de radiorreceptor, especialmenteen muestras
procedentesde pacientescon insuficienciarenalcrónica(136).
Las proteínasy los lípidos insolublesprecipitan con el Acetonitrilo y el
K2HPO, facilita la eliminación de otros lípidos. Durante la fase normal se separa
completamenteel 25(011)1)del 1,25(011)21),requisitoimprescindibleen cualquiermétodo
de separaciónprevio a la cuantificaciónde 1 ,25(0H)2D, ya que el 25(OH)D circula a
concentracionesmáselevadasy presentareaccióncruzadacon el receptordel 1 ,25(OH)21)
obtenidode timo de ternera(159). Con el sistemade purificaciónquehemosempleadono
se separacompletamenteel 1,25(011)?»del 25,26(0HX1);sinembargo,estehechono supone
ningún inconvenienteya queel 25,26(011)21)compitepobrementeconel 1,25(011)21)por los
sitios de uniónde las proteínasdelreceptordel timode ternera,comosedemuestraal añadir
20 pg/L de 25,26(0H)~D,que representandosis farmacológicas,que no interfieren en el
análisisde l,25(OH)2D (155).
La ventajamásimportantede estemétodoha sido la eliminaciónde la HPLC
comofasefinal de purificaciónprevia al análisis. Hay trabajosen la literaturaen los que el
1 ,25(0H)2Dno sepurifica medianteHPLC antesde su cuantificación.El primero de ellos
que se desarrolloen 1974 por Brumbaugli y cols. (160) supusoun gran avance, pero
necesitabavolúmenesgrandesde muestray un consumo de tiempo importantepara la
purificación, por lo que prontodió lugar a la metodologíabasadaen la HPLC. Manolagas
y cols. en 1983 (147) desarrollaronun métodobasadoen la internalizaciónselectivay la
uniónposteriordel 1 ,25(OH)2Da su receptorespecificoen cultivos celulares.Sin embargo,
estatécnicaprecisade personalcon experienciaen cultivos celularesy un soportetecnológico
superioral de las técnicasde HPLC, lo que encarecelos costos.
134
Las característicasespecíficasdel receptorobtenidode timo de ternerafacilita
la eliminaciónde la purificaciónde las muestrasmedianteHPLC. Unade estascaracterísticas
es la aparenteinsensibilidaddel receptora las interferenciasde los lípidos, en contrastecon
el receptordel intestinode poíío(161). Además,el receptorparael 1,25(011)21)del timo de
ternera,carecede las críticascomuneshacialos ensayosbasadosen receptores,talescomo
la labilidaddel mismoy la necesidadde tenerqueprepararconstantementenuevoslotes. El
procesode extracciónde la glándulaesbaratoy el receptoresestabledurantemásde un año
en congelación.Otra mejorade la metodologíahasido la utilizacióndetécnicasdeincubación
no en equilibrio, quemejoranla sensibilidaddel ensayoy disminuyenel volumennecesario
de muestra(138).
En nuestrométodo de cuantificaciónde 1,25(011)21)hemosempleadouna
curva “dosis-respuesta”similar a la del 25(011)1), resultantede enfrentaren abscisasla
concentraciónde los diferentescalibradores,conel porcentajede desintegracionespor minuto
respectoa la uniónmáximaen ordenadas.Lassustanciasinespecíficasque reaccionancon la
proteínaligadorade 1 ,25(OH)21) han proporcionadouna ligazóninespecificaprácticamente
despreciable,del ordende0,031±01%
El control de los reactivosquehemosempleadoha resultadosatisfactorio.El
estudiodel 1 ,25(OH)2D marcadocontritio, revelala inexistenciade formasdegradadas,ya
que en la cromatografíadel mismo hemosobservadoun único pico de radiactividad,tanto
cuandoel estudiose realizaen el momentode recibir los reactivosen el laboratorio,como
cuando se hace en una fecha próxima a la caducidad de los mismos. Si bien las
desintegracionespor minuto son algo inferiores en el segundocaso, la agrupaciónde la
radiactividaden torno a un único pico nos indica que el antígenocaliente no ha sufrido
degradaciónduranteel tiempodealmacenamiento,pudiendoutilizarsecongarantíasal menos
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hastala fechade caducidadque recomiendala casacomercial.
Algo similar ocurre con el antígenofrío, que presentaun elución máxima
agrupadaen los tresprimerotubos, siendoel resto indetectable.
En el gráfico de Scatchardque valora la reacciónde las proteínasligadoras
procedentesdel timo de terneray el ligando, seponede manifiestoquesetratade proteínas
homogéneas,conun único sitio de uniónantigénicoy unaconstantede afinidaddel mismo
ordenen la curvade Scatchardmedia(resultantede20 ensayos)y en unacurvade Scatchard
elegidaal azar(K2 4 x 10~ M’ y 1<. = 4 x l0~ M’, respectivamente).La elevadaafinidad
de la proteínaligadoraporel 1,25(011)21),aumentala pendientedela curva“dosis-respuesta”
y determinala sensibilidado limite de detección.La sensibilidades función de la pendiente
de estacurvay del errorexperimental(inexactitude imprecisión).
Dentrode los ensayosquehemosrealizadoparala validaciónde estemétodo,
hemos observado que la repetitividad intraserie, obtenida para los tres niveles de
concentraciónde 1,25(011)21)que serefleja en la Tabla XX, resultamuy aceptable,ya que
el coeficientede variaciónmáximo obtenidoes de 6,9%, paraunaconcentraciónmediade
1,25(011)21)de 36,9 pg/mL, y de 3,2% para unaconcentraciónmedia de 70,8 pg/mL,
comparablea lo publicadopor otrosautores(153). El coeficientede variacióninter-análisis
ha resultadode 10,72%,similar a datosencontradosen la bibliografía, queoscilanentre10
y 26% (136,155).
La adición de cantidadescrecientesy conocidasde 1,25(011)21) a una
determinadamuestra,ha proporcionadoun porcentajede recuperaciónmedia,calculadocon
el valor observadodividido entreel valor teóricoy multiplicadopor cien, de 99,9%,lo que
representaunaexcelenteexactitud, similar a la obtenidacon otros métodos(123,139).
El método ha resultado altamente específico para la determinación de
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1 ,25(OH)2D; tantoel metabolito 1 ,25(OH)2D2 comoel 1 ,25(OHtD,presentanuna afinidad
similarpor el receptorpor lo quesevalorande forma conjuntaen lasmuestrasde suero,esto
contrastacon otros análisisempleadosque infravaloranlas concentracionesde 1 ,25(OH)2D2
en un 16-80% (162).
La especificidadde una proteínade unión por su ligando se mide por su
capacidadpara fijar sólo el ligando y no otras sustancias.Las moléculasde reactividad
cruzadason lasquetienenunaestructuratansemejanteala del ligandoquepuedenser fijadas
por la proteína.Lasdiferenciasen cuantoaunióncon la protefnadelligandoy las sustancias
de reaccióncruzada,espor tanto función de las diferenciasde afinidad.
La sustituciónde loscalibradoresde 1 ,25(0H)~Dporconcentracioneselevadas
y progresivamentecrecientesde los posiblesmetabolitosde la vitamina 1) interferentesen el
análisis,nosha servido paraestudiarlas reaccionescruzadasquehemosobtenidoal dividir
la concentraciónde 1 ,25(OH)2D que produce el 50% de la unión máxima, por la
concentraciónde 25(OH)D, 24,25(011)2»y 25,26(011)21)que producela mismarespuesta
y hallandoel porcentaje.Lasreaccionescruzadasconestosmetabolitosde la vitamina D han
sido leves,alrededorde0,1% parael 25(011)1),0,03%parael 24,25(0H)~1)y 0,009%para
el 25 ,26(OH)2D. Estimandola recuperacionesde estos metabolitos en la fracción de
1 ,25(OH)2D, las reaccionescruzadasy el volumen final de plasmautilizado por tubo,
consideramosqueel 25(011)»,24,25(011),»y 25,26(011)21)a concentracionesnormales,no
interfierenen la cuantificaciónde 1 ,25(011)2D,como demuestrannumerososestudiosque
correlacionanlos resultadosobtenidos con métodosque realizan la purificación de las
muestrasmedianteHPLC y la cuantificaciónpor HPLC o proteínasligadoras,conmétodos
similaresalos nuestrosdondeno serealizaHPLC en ningúnmomentodelanálisis(156,163).
Sin embargoesposible, que concentracionesaltas de 24,25(OH)2D o 25,26(011)21)que
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puedenapareceren situacionesde intoxicación por vitamina 1), pudieran conducir a una
sobrestimaciónde la concentraciónde 1 ,25(OH)2D, aunquehay que teneren cuentaque la
intoxicaciónpor vitamina 1) esuna situaciónrara,y puededetectarsefácilmentemidiendola
concentraciónde 25(OH)D. Para estoscasosla purificación final de ¶ ,25(OH)2D debería
realizarsemedianteHPLC.
Otrosmetabolitos1-hidroxiladosde la vitamina 1) presentanunaafinidadpor
el receptorde timo de ternerasimilar al 1 ,25(OH)2D (164), perono interfierenen el análisis
del mismo ya que se encuentranen concentracionesmuy bajasen el suero y además,se
separande la fracción del 1 ,25(O11)2Dduranteel procedimientode purificaciónen CI&OH.
El límite de detección de 1,25(OH)2», consideradocomo la mínima
concentraciónde estasustanciacapazde diferenciarsede cero, y calculadocon un 95% de
certezaa partir del estándarcon una concentraciónde O pg/mL de 1,25(011)21),viene
definido por la concentraciónresultanteal interpolarsobrela curvaestándar,el valor de la
mediaobtenidaparaéstemenosdosdesviacionesestándar,y ha resultadode 4,5 pg/mLpara
un volumen de 1 mL de suero,que es similar al descrito por otros autoresque emplean
inclusoun volumende muestramayor.
En el rangocomprendidoentre4,5 y 400pg/mL, podemosutilizar el método
sin realizarningunamodificación.
Al igual que en el caso del 25(OH)D, la cuantificaciónde 1 ,25(OH)2Dpor
proteínasligadorasha resultadoidóneo, ya que tanto la calidad de los reactivoscomo la
validación del método han sido correctos,y el hecho de no precisarde la HPLC para la
purificación y/o cuantificación del mismo, le hace disponible a un mayor número de
laboratoriosclínicos.
El mejorcriterioparavalorarel aportede vitamina1) al organismo,esel nivel
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plasmáticode25(OH)D, resultantede la acciónejercidaenel parénquimahepáticopor la 25-
hidroxilasa sobre la vitamina 1)3~ que constituyela frente principal de vitamina D para
nuestroorganismo,siendode menortranscendenciael aportede vitamina»2• La mayorparte
del suministro de vitamina D, tiene una procedenciaendógena,pues deriva del 7-
dehidrocolesterolsintetizadoa nivel cutáneoy transformadoiii sim en vitamina 1)3, gracias
a la acciónde la luz ultravioleta.Otra fracción menosimportante,en condicionesnormales,
correspondea la vitamina1)3 ingeridacon los alimentos,quetambiénproporcionanpequeñas




podríaestaren relacióncon los diferenteshábitos de exposiciónal sol y de alimentación.
Tambiénhay circunstanciascapacesde influir en la tasade transformaciónde la vitamina D
en 25(011)1), como por ejemplo el déficit de sustrato,que pueden explicar que las
concentracioneséricasdeestemetabolitopresenten,en condicionesnormales,unosmárgenes
muy amplios. En nuestraserie,el rangode los nivelesplasmáticosde 25(OH)D ha oscilado
entre 19 y 72 ng/ml.
Al igual que otros autores (169), no hemosencontradodiferencia en la
concentraciónde 25(OH)D en relación con el sexo, que sugiera una influencia de las
hormonasgonadales,en el primerpasode la transformaciónde la vitamina 13.
Los valoresplasmáticosde 25(011)1)van a dependerde la síntesisendógena
y del aporteexógenode vitamina1). En condicionesnormalesel factor másimportanteesla
síntesisa nivel de la piel de vitamina1), influidaa suvez por el gradode exposicióna la luz
solar.
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En efecto, en la población estudiadadurantelos primeros mesesde la vida,
hemosobservadola influencia indudablede los cambiosestacionalesen la concentraciónde
25(011)1), como consecuenciadel diferentegradode exposiciónsolar. Estehechoha sido
bien constatadopor otros autores(140,170,171,172),aunqueha sido poco referido en la
poblacióninfantil en nuestromedio. Los niveles séricosde 25(OH)1) a las 3 semanas,6
mesesy 9 meseshan sido significativamentesuperioresen los mesesde veranoque en los
mesesde invierno (p<0,01) (TablaXII).
Ademásde la estacionalidadexistenotrosfactores,comoedad,razay situación
geográfica, que van a influir en la síntesis cutáneade vitamina D, y por tanto en la
concentraciónde 25(OH)D (173,174,175).
La fotoproducciónde previtamina1)3 en la piel dependede la presenciade
provitaminaD,, cuyaconcentraciónmediaen edadestempranas,en un áreade 6,25 cm2, es
aproximadamentede 5 ~g en la epidermisy de 1 a 3 ~g en la dermis (15). Existe una
relacióninversaentreestaconcentracióny la edad,detal forma queun adultojovenescapaz
de sintetizar de 2 a 3 vecesmáscantidadde previtamina1), queun ancianocon la misma
cantidadde radiaciónsolar(15). Posiblementeestehechoestérelacionadoconel aumentode
las necesidadesde vitamina 13 durantelas etapasde crecimientorápido, fundamentalmente
en la primerainfanciay en la adolescencia.
En 1967, Loomis y cols. (176) popularizaronla teoríade la relaciónentrela
pigmentaciónde la piel y la regulaciónde la síntesisde la vitamina D
3, sugiriendoque los
habitantesdezonascercanasal ecuador,queestánsometidosdiariamentearadiacionesolares
intensas,no sufrían intoxicaciónpor vitamina 1) porqueparalelamenteiban aumentandola
pigmentación de su piel. La melanina producidapor la epidermis compite con el 7-
dehidrocolesterolpor los fotonesultravioletafi, limitando la síntesiscutáneadeprevitamina
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D3. La previtamina1)3 es sensiblea la radiaciónultravioletay a la energíatérmica, de tal
forma queunavez formadaen la epidermisy la dermis,puedeisomerizarsetérmicamentea
vitamina 1)3 o, si la exposición a la luz ultravioleta es muy duradera, isomerizarsea
compuestosbiológicamenteinertes,por lo que exposicionesmuy prolongadasa la luz solar
no aumentande forma proporcionalla concentraciónde previtamina1)3.
Diferentestrabajosdemuestranquelos individuosderazanegray los naturales
de Asia del Sur (India y Pakistán),no tienendisminuidala capacidadde producirvitamina
D por la piel (177,178),perorequierenunadosisderadiaciónultravioletamayor,sobretodo
los individuosde razanegra,paraconseguirunos nivelescirculantesde vitamina 1) similar
a los individuosde razacaucásicay los naturalesde Asia del Este(China y Japón)(25).
Otros factores que modifican la síntesis de vitamina 1), son la latitud, la
localizacióngeográficay el momentodel día. La latitud modifica profundamentela síntesis
cutáneade vitamina D3; a medidaqueaumentael ángulo cénit del sol, la capade ozono
absorbeun número mayor de fotones de alta energía, responsablesde las síntesis de
previtamina1)3. En Boston(420 N) y en Edmonton(520 N) la absorciónde estosfotoneses
tan intensa, que entre los mesesde Noviembre a Febrero y de Octubre a Marzo,
respectivamente,la síntesisde vitamina 1) es muy limitada (179). En España,debidoa su
localizacióngeográfica,eslógicopensarquela síntesisdevitamina 1) seaadecuada lo largo
del año, lo queseconfirmaconlos datosde nuestraserie,ya que la concentraciónmediade
25(011)1),tanto en el grupode niñosnacidosen inviernocomoen el de los nacidosverano,
se encuentra dentro de los límites considerados normales por otros autores
(96,99,180,181,182).
Al igual que en otros trabajos(183), otra diferenciaestacionalque hemos
observadoen la población estudiada,ha sido la evolucióndiferente de la concentraciónde
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25(OH)D de los niños nacidosen verano (Grupo A), respectoa los nacidosen invierno
(GrupoB). Mientrasqueen el GrupoA los nivelesplasmáticossehanmantenidoestablesde
las 3 semanasa los nueve mesesde edad,en el Grupo B hemosobservadoun incremento
significativo de las 3 semanasa los 3 meses(p<O,OO1),y de los 3 mesesa los 6 meses
(pcO,001)de dichaconcentración(Figura 15). Posiblementeesteincrementoobservadoen
el grupode niños nacidosen invierno, podríaestaren relacióncon una mayor actividadde
la 25-hidroxilasahepática.Se ha demostradoexperimentalmenteque el déficit de vitamina
1) aumentala afinidaddela 25-hidroxilasapor el colecalciferol,y al aumentarla cantidadde
éste,la afinidadde la enzimadisminuye.Comoel colecalciferolderivadode la piel no puede
excederla cantidadlimitadade 7-dehidrocolesterolaccesiblea la luz solar, y los aportesde
vitamina D por la dieta son mínimos, la síntesisendógenararamenteva a condicionaruna
sobreproducciónde 25(08)1).
Los cambiosdeactividadde la hidroxilasahepáticasonmásllamativosabajas
concentracionesde sustrato,por lo que se piensaque este hecho podría ser más que un
mecanismode proteccióncontrael excesodeformaciónde 25(08)1),unavíaparaaumentar
la producciónde este metabolitocuandolos suplementosde colecalciferolson bajos. Por
tanto, cuando la concentraciónde vitamina 1) es elevada, la afinidad enzimática está
disminuida, mientrasque en situacionesde concentracionesbajasde vitamina D, la 25-
hidroxilasapuedeutilizar el sustratodisponiblemáseficazmente.Estehechopodríaexplicar
que los niños que nacieronen verano, y que teníanunasreservasde vitamina 1) altas,
mantuviesenunaconcentraciónséricade 25(011)1)establealo largodel tiempo, adiferencia
de lo que ocurría con los niños nacidosen invierno. En estos, al teneruna reservade
vitamina 1) inferior, por habertranscurridola última etapade su vida intrauterinadurante
mesescon menorsoleamiento,la velocidadde hidroxilación hepáticaaumentarápidamente
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al aportarsustratoal hígado,y la concentraciónde 25(011)1)seelevaprogresivamentehasta
conseguirniveleseficacesde sustratoparamodularla respuestade la 25-hidroxilasahepática.
Las diferenciasobservadasa las 3 semanasy los 3 mesesen la concentración
de 25(011)1),entrelos niños alimentadosconlactanciamaternay los niños alimentadoscon
lactanciaartificial <,p <0,01),sonconcordantesconlos resultadosobtenidospor otrosautores
(96,97,98,99).Los niveles plasmáticosde 25(011)1)no sólo son reflejo de la diferente
exposicióna la luz solar, ya quedichos niveles tambiénpuedenmodificarsepor el aporte
exógenode vitamina 1) (184). La lechematernacontienede 15 a 80 UI/L de vitamina 1)
(185,186),mientrasquelosniñosalimentadosartificialmenterecibieronunafórmulaadaptada
quecontenía400UI/L devitamina 1). Estehechoexplicaríala diferenciaobservadaentrelos
niños con lactanciamaternay lactanciaartificial a las 3 semanasy 3 mesesde vida (Tabla
XIII), ya que duranteeste periodo de tiempo, la leche ha sido el único alimento de su
dieta.
Al igual queotrosautores(187), hemosencontradoun rangode concentración
de 1,25(011)21)amplio en el primer año de vida, pero en general,los niveles séricosde
1 ,25(0l-I)2D en los niños son superioresa los del adulto (182,187).Hay pocos estudiosen
la literaturasobrela concentraciónséricade 1 ,25(OH)21) en niños menoresde un año, y los
que hay, correspondena zonas geográficasdiferentes y distintas estacionesdel año
(109,180,187)y han sido realizadoscon diferentesmetodologías,y probablementeesto
explique las diferenciasencontradasen los niveles de 1 ,25(011)~Den diferentestrabajos
consultados.
Parecedemostradoque esta hormona aumentaa las 24 horas de vida y
permaneceelevadaal menoshastalos 18 meses(169). La concentraciónaltade 1 ,25(OH)2D
durantela infanciase correlacionacon la velocidadde crecimentorápido que tiene lugar
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duranteesta etapade la vida, y presumiblementees necesariapara aumentarla absorción
intestinalde los mineralesrequeridosparaestafasede crecimiento.
Esun hechoestablecidoquela capacidad eabsorciónde calcioporel intestino
delgadovaríeen funcióndelas necesidadesfisiológicas.Por otrolado, experimentosanimales
(188) ponende manifiestoquela absorciónintestinalde calcio dependientede la vitamina1),
únicamentetiene lugaren circunstanciasde deficienciade calcio o de vitamina 1) o cuando
las necesidadesdel mismo están aumentadas,como ocurre en las fasesde crecimiento,
duranteel embarazoo la lactancia.Existeun controlhomeostáticopor el quela disminución
de la disponibilidad de calcio estimula la producciónde 1,25(011)21), para aumentarla
absorciónintestinaly subsiguientementesuprimir la actividadde la la-hidroxilasarenal.
Aunque en adultos se ha demostradouna influencia significativa de las
hormonassexualesen el metabolismode la vitamina 1), observándosenivelesmásaltos de
1,25(011)?»en mujeresjóvenesdurante la ovulación (189), en la población infantil los
resultadosno sontan concluyentes.Algunosautoreshanencontradodiferenteconcentración
de estrógenesy testosteronaentreniñosy niñasmenoresde 18 mesesde edad(190), perono
han demostradoinfluenciade estashormonasen el metabolismode la vitamina D (191).
Nosotros tampoco hemos encontradodiferencias significativas en la concentraciónde
1,25(011)21)entreniños y niñas en ningún momentodel estudio(TablaXXV).
No hemosobservadodiferenciasen la concentraciónde 1,25(011)21)entrelos
niñosnacidosen verano(GrupoA) y los niñosnacidosen invierno (GrupoB) alas 3 semanas
y 3 mesesde vida. Sin embargoa los 6 y 9 meses,los niñosdel Grupo B teníanunosniveles
de 1,25(011)21)superioresa los niñosdel Grupo A (p<0,O1), pero a nuestroentenderesta
diferenciano estaríaindicandouna influenciaestacional,sino unaadaptacióndistintade los
niños nacidosen invierno respectoa los nacidosen verano.
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Comopuedeobservarsen la Figura26, existeun incrementosignificativo de
la concentraciónsérica de 1 ,25(OH)2D de las 3 semanasa los 3 mesesde vida en ambos
grupos,quepodríaestaren relación con la maduraciónfisiológia de la 1 a-hidroxilasarenal
y probablementecon el aumentode las necesidadesde calcio parauna fasede crecimiento
tanrápido como la que tiene lugar en estasprimerasetapasde la vida. A partir de los 3
meseslos niveles de 1,25(OH)21)se estabilizanen los niños nacidosen verano(Grupo A),
mientras que en los niños que nacieron en invierno (Grupo B) se incrementan
significativamentede los 3 a los 6 meses(p<0,01) y de los 6 a los 9 mesesde vida
(o<0,05). Estehecho podríaexplicarsepor que los niños nacidosen invierno tienenuna
reservamenorde vitaminaD al nacimiento,que estaríareflejadapor la menorconcentración
de 25(OH)D a las 3 semanasde vida en estegrupo de niños (192). Seha observadoque en
situacionesdedepleccióndereservasdevitamina1) hayunaestimulaciónmantenidade la la-
hidroxilasarenal, por un aumentode hormonaparatiroideaque trataríade mantenerunos
nivelesplasmáticosestablesde calcio y fósforoen dichas circunstancias(193).
Al igual que otros autores(109), hemosobservadoque los nivelesséricosde
1,25(OH)~1)en los niños con lactanciamaternahan sido similaresa los de los niños con
lactancia artificial, lo que confirma que esta hormona se regula homeostáticamentey su
concentraciónno dependedel aporteexógenode vitamina D.
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CONCLUSIONES
Al desarrollarlos métodosde cuantificación de 25(011)1) y 1 ,25(OH)21)
mediantetécnicasde proteínasligadoras,y valorarla concentraciónde ambosmetabolitosen
la poblacióninfantil sanaestudiada,hemosobtenidolas siguientesconclusiones:
1. El control de calidad de los reactivos utilizados en las técnicasde determinaciónde
25(011)1)y 1,25(011)21),es adecuadoparagarantizarla fiabilidad de los resultados,por los
siguienteshechos:
a) La proteínaligadorade 25(011)1)es heterogénea,poseeafinidaddiferentepor los
distintossitios antigénicos,y unabuenaconstantede asociaciónquesemantieneen
rangosimilar en la totalidadde los ensayosrealizados.
b) La proteínaligadorade 1 ,25(OH)2D eshomogénea,conun único sitio de unión
antigénico,y una constantede asociaciónsimilar en todos los análisis.
c) No hemosobservadodegradaciónen los antígenoscalientesni en los fríos durante
el procesode almacenamiento.
2. La validación de los métodosde cuantificaciónde 25(08)1) y 1,25(OH)~D muestra
especificidad,exactitudy precisiónconectas,y un límite dedetecciónsuficienteparavalorar
adecuadamentesituacionescarenciales.
3. El métodode valoraciónde 1,25(011)21)permitela extraccióny purificacióndel mismo
sin necesidadde recurrir a la HPLC.
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4. El volumende muestranecesarioparala determinaciónde ambosmetabolitosconnuestros
métodoses, en comparacióncon otros métodos,relativamentepequeño,por lo que lo hace
ideal parasuaplicaciónen la poblacióninfantil.
5. Los valoresde 25(OH)Dy l,25(0H)~1)que hemosencontrado,y que proponemoscomo
valoresde referenciade nuestrosmétodos,son similaresa los publicadosen otros trabajos
y realizadoscon otras metodologías.Y queremosdestacarque, al igual que en dichos
trabajos, hemosencontradouna amplia dispersiónde valores, que se justificada por la
influenciade los diferentesfactoresque gravitansobreel metabolismode la vitamina D.
6. Los nivelesséricosde 25(011)1)parecensufrir unainfluenciaestacional,de modoque son
superioresdurantelos mesesde verano.Así, a las 3 semanasde vida, los niños nacidosen
veranopresentanunaconcentraciónséricade 25(011)1)mayorquela delos niñosnacidosen
invierno; sin embargo,a los 6 y 9 mesesde vida, los valores son más altos en los que
nacieronduranteel invierno, y quea dichasedadesse encuentranen verano.
7. En cuantoa la evoluciónen el tiempo de la concentraciónde 25(011)1)en el grupo de
niños nacidosen verano,hemosobservadoqueseha mantenidoestablede las 3 semanasa
los 9 mesesde vida. Enlos niñosnacidosen invierno,apreciamosun incrementosignificativo
de dicha concentracióndesdelas 3 semanasa los 6 mesesde vida.
8. Los niños con lactanciaartificial presentanuna concentraciónde 25(OH)D superiora la
de los niños con lactanciamaterna,a las 3 semanasy 3 mesesde edad.
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9. Los nivelesde 1,25(011)21)no parecensufrir unaclarainfluenciaestacional.Noobstante,
la evolción de los mismosesdistintaentreel grupo de niños nacidosen veranoy los nacidos
en invierno. En el primero, la concentraciónde 1,25(011)21)se estabilizaa partir de los 3
meses,mientrasqueen el segundo,seincrementahastalos 9 mesesde vida, probablemente
en relacióncon la situaciónendocrino-metabólicade estosniños.
10. En relación con el tipo de alimentación no hemos observadodiferencias en la
concentraciónséricade 1,25(011)21).
11. No hemosencontradodiferenciasen los nivelesséricosde25(08)»ni de 1,25(011)21),
en relacióncon el sexo.
12. Comoresumende lo anteriormente xpuestoqueremosresaltar,que la valoraciónde los
niveles de los metabolitosde la vitamina 1) debede realizarseteniendoencuenta,muy
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